< 

<0 

CO 
CO 




Europaisches Patentamt ' 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 




I 



@ Vero^entiichungsnumrner : 0 434 616 A1 



EUROPAiSCHE PATENTANMELDUNG 



(5) Anmeldenummer : 90810970.5 
(2) Anmeldetag : 11.12.90 



® Int CI. 5 : C12M 15/87, C12M 3/00, 
C12M 1/00, C12N5/10, 
A01H5/00, C12N 1/21 



© Prioritat : 19.12.89 CH 4562/89 



@ Veroffentiichungstag der Anmeldung : 
26.06.91 Patentfalatt 91/26 



(8) Benannte Vertragsstaaten : 

AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT U LU NL SE 



@ Anmelder : CIBA-GEIGY AG 
Klybeckstrasse 141 
CH-4002 Basel (CH) 
Anmelder : SCHWEIZERISCHE 
EIDGENOSSENSCHAFT E1DGEN0SSISCHE 
TECHNISCHE HOCHSCHULE (ETH) 
ETH-Zentrum Ramistrasse 101 
CH-8092 Zurich (CH) 



@ Erfinder: Sautter, Christof, Dr. 
Christegassli 3 
CH-8197 Raft (CH) 
Erfinder: Waldner, Heinz 
Riedgrabenweg 28 
CH-8050 Zurich (CH) 
Erfinder: Potrykus, Ingo, Prof. Dr. 
Im Stigler 54 
CH-4312 Magden (CH) 



(S) Verfahren und Vorrichtung zur genetischen Transformation von Zellen. 



In einer rohrformigen Druckkammer (1) wird an der Mundung einer Kanule (42) ein Tropfen (T) einer 
DNA-L6sung mit darin suspendierten Goldpartikeln durch einen Druckstoss vemebelt Die Nebeltropf- 
chen, welche die Goldpartikeln und von diesen mitgerissene DNA enthalten, werden durch den 
Druckstoss durch eine Restriktion (17) am Ende der Druckkammer gepresst und dabei beschleunigt 
und fokussiert Sie durchqueren anschiiessend im fireien Flug eine evakuierte Probenkammer (2) und 
treffen in einem eng begrenzten Zielbereich mit definiertem Impuls auf an einem Trager (25) fbcierte 
Zellen auf und dringen in diese ein. 



Jouve, 18, rue Saint-Denis, 75001 PARIS 



EP 0 434 616 A1 



VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR GENEHSCHEN TRANSFORMATION VON ZELLEN 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur genetischen Transformation von Zellen, insbesondere Pflanzen- 
zeilen gemass dem Oberbegriff des Anspruchs 1 sowie eine zur Ausfuhrung dieses Verfahrens geeignete Vor- 
richtung zum Einbringen von Partikeln in Zellen gemass dem Oberbegriff des Anspruchs 14. Ein derartiges 
Verfahren und eine entsprechende Vorrichtung sind zum Beispiel in der EP-ArO 270 356 beschrieben. 

Weiterhin betrifft die voriiegende Erfindung die Verwendung des erfindungsgemassen Verfahrens zur Her- 
5 stellung transgener Pflanzen sowie die mit Hflfe dieses Verfahrens erhaltiichen transgenen Pflanzen selbst und 
deren Nachkommen. 

Furdiegenetische Manipulation des pfianzlichen Erbgutes mit Hflfe der rekombinanten DNATechnoiogie 
stehen mittlerwefle eine Vielzahl von Verfahren und Techniken zur Verfugung, die in vielen Laboratorien bereits 
routinemassig angewendet werden. 

10 Zu den am besten untersuchten und am hauftgsten verwendeten Verfahren zahlt zweifellos das A grobac- 
t&durihTransfbrmationssystem. 

Agrobagtsrium-ZeHen besitzen auf ihrem Ti-Plasmid ein grosses DNA-Fragment, die sogenannte T-ONA- 
Region, das be! der natGriichen Transformation pflanzlicher Zellen in das Pflanzengenom integriert wird. 
Dieses naffiriiche Gen-Transfer-System kann nach Ausffihrung verschiedener Modifikationen ais Gen- 
15 Vektor-System fur die gezielte Transformation von Pflanzen verwendet werden [Chilton, MD, 1983], 

Das Agrobacterium-Transformationssystem hat aber den entscheidenden Nachteil, dass der Wirtsbereich 
der Agrobakterien auf bestimmte dikotyle Pflanzen sowie auf einige wenige Vertreter der Monokotyledonen 
(Hernaisteens et al, 1984 ; Hookas-Van-Slogteren fit sL 1984), die aber aus agrarokonomischer Sicht unbe- 
deutend sind, beschrankt ist Das bedeutet, dass die wichtigsten Kulturpflanzen ffir einen effektiven Gentrans- 
20 fer nicht zuganglich sind. 

DarGberhinaus handelt es sich bei den verwendeten Agrobakterien urn Pathogene, die bei ihren Wirtspflan- 
zen charakteristische Krankheitssymptome in Form von krebsartigen Gewebewucherungen auslosen und 
dahernurunterWahrung strengerSicherheitsauflagen im Labor gehandhabt werden durfen. 

Alternative Transfbrmationssysteme, die entwickelt wurden, urn diese Nachtefle des Aoro bacterium Trans- 
25 formationssystems auszugleichen und die auf eine Einschieusung exogener DNA in pflanzliche Protoplasten 
abzielen, wie der direkte Gentransfer Vektorfreier DNA in Protoplasten (Paszkowski staL 1984, Potrykus fit 
aL 1986) sowie die Mikroinjektion Vektor-freier DNA in Protoplasten (Steinbiss and Stabel, 1983 ; Morikawa 
and Yamada, 1985) oder Zellen (Nomura and Komamine, 1986), mussen insofem ais problematisch angese- 
hen werden, ais die Regeneration ganzer Pflanzen aus pfianzlichen Protoplasten einer Vielzahl von Pflanzen- 
30 spezies, insbesondere aus der Gruppe der Gramineen, zur Zeit noch zahlreiche Probleme mit sich bringt 

Ein weiterer Nachteil dieser aiternativen Transformations-Systeme betrifft die nach wie vor relativ geringen 
Transformationsraten, die zur Zeit etwa bei Werten zwischen 1% und 5% liegen. 

Diese niedrigen Transformationsraten machen es weiterhin notwendig, die einzuschleusende DNA mit 
Markem (z.B. Antibiotika-Resistenzgene) zu versehen, die eine rasche Selektionierung der Transformanten 
35 aus der grossen Zahl nichttransformierter Zellen ermoglichen. 

Dies bedeutet aber, dass zur Zeit kein befriedigendes Transformations-Verfahren zur Verfugung stent, das 
eine auch unterkommerziellen Gesichtspunkten effiziente und kostengunstige Produktion transgener Pflanzen 
mit neuen und nutzlichen Eigenschaften erlaubt, insbesondere was die Pflanzen aus der Gruppe der Monoco- 
tyledoneae angeht 

40 Es muss daher ais eine vordringliche Aufgabe angesehen werden, Verfahren zu entwickeln, die eine 
schnelle, effiziente und reproduzierbare Transformation aller Pflanzen, unabhangig von ihrer taxonomischen 
Stellung und den damit verbundenen Besonderheiten, eriauben und somit eine auch unter kommerziellen 
Gesichtspunkten effektive und wirtschaftliche Produktion transgener Pflanzen gewahrieisten. 

In besonderem Masse trtfft dies auf Pflanzen aus der Gruppe der Monocotvledoneae tii t insbesondere auf 

45 solche aus der Familie Gramineae. in der die aus agrarokonomischer Sicht bedeutendsten Kulturpflanzen wie 
Weizen, Gerste, Roggen, Hafer, Mais, Reis, Hirse u.a.m. enthalten sind und die daher von ganz besonderem 
wirtschafdichem Interesse sind, insbesondere da fur die Herstellung transgener monokotyier Pflanzen bisher 
noch keine befriedigenden Verfahren zur Verfugung stehen. 

Erste Ansatze in dieser Richtung liefem verschiedene, erst in jungster Zeit entwickelte Transformations- 

so Verfahren, die auf einer Einschieusung von DNA in pflanzliche Zeflen beruhen, die i nnerhal b einer ho her orga- 
nisierten Einheitvoriiegen, wiez.B. einem intakten Gewebeverband, einem Embryo Oder einer ganzen, bereits 
vollstandig entwickelten Pflanze. 

Dabei handelt es sich zum einen urn die Injektion exogener DNA In die jungen Biutenstande von Roggenpflan- 
zen (de la Pena st aL 1 987), zum anderen urn eine A9robacterium-vermittelte Vlrusinfekbon von Mars-Pflanzen 
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mit "Maize Streak Virus" (Grimsley ej sL 1987). Doch auch diese neu entwickelten Verfahren sind ma Nach- 
teOen verbunden ; so hat sich beispielsweise das zuerst genannte Verfahren als bisher nicht reproduzierbar 
erwiesen. 

Ein alternatives Verfahren, das ebenfalls die Transformation von pflanzlichen Zellen innerhalb einer hSher 
5 organisierten Einheit zum Ziel hat, basiert auf dem Beschuss dieser Zellen mit Partikeln, die mit der zu trans- 
formierenden DNA assoziiert sind. Durch den Aufprall dieser hochbeschleunigten Partikel werden LBcher in 
die Zeliwande der getroffenen Zelien geschlagen, durch die die Partike) einschiiesslich der mit diesen asso- 
ziierten DNA in die Zelle gelangen. 

Mit diesen sogenannten Mikroprojektilen iassen sich sehr schneil eine Vielzahl von Zellen erreicheru Mikro- 
10 projektiie sind in der Vergangenheit schon zum Gentransf er benutzt word en (Klein ei all 988 ; Christou ei aL 
1988 ; EP-A-0 270 356) und haben sich ffir gewisse Fragestellungen bewShrt. Zum Beschuss von Weinen 
Gewebspartien mit entsprechend kieinen Zellen, wie dies z.B. bei Meristemen der Fall ist, eignen sich die kauf- 
lichen baiiistischen Apparaturen wenig. Da die Metalipartikeln bei baiiistischen Verfahren trocken geschossen 
werden, schiesst man fast stets Aggregate aus mehreren bis vielen Partikeln, die auf der Probe tiefe Wunden 
is reissen. Durch die Bindung der DNA auf den Partikeln wird die Neigung zu Aggregation noch gefordert 

Die generell sehr hohe PartikeJgeschwindigkeit der baiiistischen Verfahren erfordert einen hohen Arbeits- 
abstand, der zu einer grossen Streuung der Partikeln fuhrt Die Partikelgeschwindigkeitkann bei den bekannten 
baiiistischen Verfahren nurin grossen Stufen beeinflusst werden. Die starke Streuung der Partikeln kann daher 
kaum verbessert werden. Kleine Gewebe mit kieinen Zellen erfordem fur hohe Transformationsraten jedoch 
20 eine dichte Belegung der Probe mit moglichst einzelnen, gleichmassig verteilten Partikeln auf einem eng 
begrenzten Zielfeld. Dazu solite der Impuls der Partikeln moglichst ahnlich sein, d.h. Geschwindigkeit und 
Masse, die Partikeldichte auf der Probe und die PartikeJgeschwindigkeit soilten sich moglichst fein regeln las- 
sen, urn an verschiedene Gewebe anpassungsfahig zu bleiben. 

Diese Anforderungen werden durch das durch die Merkmale des Anspruchs 1 gekennzeichnete erfin- 
25 dungsgemasse Verfahren bzw. durch die durch die Merkmale des Anspruchs 14 gekennzeichnete erfindungs- 
gemasse Vorrichtung erfullt Vorteilhafte Ausgestaltungen und Weiterbildungen sind in den abhangigen 
Anspruchen beschrieben. 

Gemass dem erfindungsgemassen Verfahren werden Mikroprojektile in Form von Partikeln, insbesondere 
Goldpartikeln, sehr definierter Grosse in Suspension mit einer DNA-Losung mit einem Druckstoss in einen fei- 
30 nen Nebel zerstaubt Die Tropfchen des Nebels enthalten die Partikeln und die DNA und sind nur wenig grosser 
als die Partikeln selbst Der Nebel wird dann mit demselben Druckstoss durch eine feine Pore oder Kapiliare 
gepresst und dabei beschleunigt Beim Auftreffen auf den Zellen schlagen die Partikeln Ldcher in die Zeliwande 
und die Plasmamembran, durch welche die DNA in dem mftgefOhrten NebeltrBpfchen in die Zellen eintreten 
kann. Auf einer Zietflache kleiner als 1 mm Durchmesser kann die Partikeldichte auf der Probe sowie die 
35 Geschwindigkeit der Partikeln in weiten Grenzen fein geregelt werden. Die erfindungsgemasse Vonichtung ist 
technisch sehr einfach und relativ kostengunstig herzustellen und funktioniert zuveriassig. 

Besonders geeignet und damit bevorzugtfur die Verwendung in dem erfindungsgemassen Transforma- 
tionsverfahren sind wenig-zellige Gewebeverbande, insbesondere aber meristematische Gewebeverbande, 
wie sie z.B. in den Sprossmeristemen von Pflanzen, in Proembryonen und Embryonen oder aber in embryoge- 
40 nen Zellkulturen vorliegen. 

Im foigenden wird die Erfindung anhand der Zeichnung naher eriautert Es zeigen : 
Fig. 1 eine Prinzipskizze eines Ausfuhrungsbeispiels der erfindungsgemassen Vonichtung, 
Fig. 2 einen Langsschnitt durch die wesentlichsten Teile der Vonichtung in grosserem Massstab und 
Fig. 3 einen Schnitt nach der Linie Ill-Ill der Fig. 2. 
45 Darstellungsgemass umfasst die erfindungsgemasse Vorrichtung eine langgestreckte, im wesentlichen 
etwa zylindrische bzw. rohrformige Druckkammer 1, eine sich daran anschliessende Probenkammer 2, eine 
Einrichtung 3 zur Erzeugung eines Druckstosses in der Druckkammer, Dosiermittel 4 zur Zufuhr von Suspen- 
sion in die Druckkammer und eine an die Probenkammer anschliessbare Saugquelle z.B. in Form einer Was- 
serstrahlvakuumpumpe 5. 

so Die Einrichtung 3 zur Erzeugung eines Druckstosses umfasst eine an das hintere Ende (nicht dargestellt) 
angeschlossene C02-Pistole 31 sowie eine mit dieser in Verbindung stehende C02-Vorratsflasche 32. Anstelle 
einer C02-Pfetole konnte auch eine DrucWuft-pistole und entsprechend anstelle der C02-Vorratsflasche 32 ei- 
ne Druckluft-Vorratsflasche vorgesehen sein. Femer kann die C02-Pisto!e auch mit Patronen betreibbar aus- 
gebildet sein, wobei die Vorratsflasche 32 dann entfallen kann. Wesentiich ist lediglich, dass die Einrichtung 

55 dazu befahigt ist, in der Druckkammer sehr gleichmassige Druckstdsse definierter Grosse im Bereich von etwa 
einigen bar bis etwa einigen hundert bar oder gegebenenfalls auch hoher zu erzeugen. Ausserdem sollen vor- 
zugsweise auch eine vielzahl von Druckstossen hintereinander mit einer relativ hohen Repetitionsfrequenz 
(etwa 1 Schuss/s) erzeugbarsein. 
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Der Aufbau der Dnjckkammer 1 1st in Fig. 2 tm DetaO erkennbar. Sie besteht tm wesentiichen aus einem 
relativ dickwandigen, druckfesten Stahlrohr 11 von etwa 50 mm Lange und etwa 3 mm I nnendurchmesser, wel- 
ches in einem ortsfesten Lagerblock 6 im wesentiichen etwa horizontal eingespannt und urn sein Langsachse 
A drehbarangeordnet ist Eine Feststellschraube 61 fodert das Rohr 11 in seiner jeweiligen Position. 

5 Am hinteren, in der Zeichnung rechten Ende des Stahlrohrs 11 ist die Mundung derC02-Pistole 31 in geen 
gneter Weise direkt angeschlossen (nicht dargestellt). Im vorderen Ende des Rohrs 1 1 ist e in Verjungungsring 
12eingesetztund mitteis eines O-Rings 13abgedichtet Der Verjungungsring reduziert den I nnendurchmesser 
des Stahlrohrs etwa konisch in Richtung auf das Rohrende hin auf etwa die Halfte. 

Auf dem vorderen Ende des Stahlrohrs 11 bzw. der Druckkammer ist em im wesentiichen becherformiger 

10 Baststefl 21 der als Ganzes im wesentiichen etwa zylindrischen Probenkammer 2 mitteis eines Bajonettver- 
schlusses oderdgl. dichtend und losbar befestigt Der Basisteil 21 ist mit einer zylindrischen Vertiefung 22 ver- 
sehen, welche einen KapOiarenhalter 14 aufnimmt und diesen unter Zwischenlage eines wefteren O-Rings 15 
dichtend gegen die aussere Stffnflache des Verjungungsrings 12 presst In den Kapillarenhalter 14 ist eine 
KapOIare 17 dicht und mit der Langsachse A der Druckkammer 1 exakt fluchtend eingesetzt Die Kapillare 17 

15 verbindet somit den Innenraum der Druckkammer 1 mit dem Innenraum der Probenkammer 2. Anders ausge- 
druckt, mundet die Druckkammer 1 in eine durch die Kapillare 17 gebDdete Restriktion aus. Ansteile der Kapil- 
lare 1 7 kann, wie weiter unten noch naher erlautert, auch eine Restriktion in Form einer StrSmungsblende Oder 
allgemem einer Pore vorgesehen sein. 

Die Probenkammer 2 besteht aus dem schon genannten, auf dem Stairohr 1 1 losbar befestigten Basisteil 

20 21 und einem weiteren, ebenfalls im wesentiichen etwa becherformigen Wandteil 23, welcher ISsbar mit dem 
Basisteil 21 verbunden ist, wobei ein weiterer O-Ring 24 fur die nouge Abdichtung der beiden Teiie sorgt Im 
vom BasisteO 21 abnehmbaren Wandteil 23 befindet sich ein plattenformigerZeiIentrager25, welcher auf einem 
elastischen Tragarm 26 aus Federstahl montiert ist Seine ebene Stirnflache 25a, die zur Fixierung der mit der 
Vorrichtung zu beschiessenden Zellen dient, steht im wesentiichen senkrecht auf die Langsachse A der Druck- 

25 kammer 1. Der Zellentrager 25 kann mitteis zweier Stellschrauben 27, die im abnehmbaren Wandteil 23 der 
Probenkammer 2 angeordnet sind, in zwei zueinander senkrechten Richtungen quer zur LSngsachse A der 
Druckkammer 1 verstelft und damit relativ zur Restriktion bzw. Kapillare 17 justiert werden. Die zweite Stell- 
schraube steht senkrecht zur Zeichenebene. Der mit dem Stahlrohr 11 verbundene BasisteO 21 der Proben- 
kammer 2 ist mit einem Anschlussstutzen 28 fur die Wasserstrahlpumpe 5 Oder eine andere geeignete 

30 Saugquelle bzw. Evakuationseinrichtung versehen. Die Verbindung von BasisteO 21 und abnehmbarem Wand- 
teil 23 ist im wesentiichen spieffrei ausgebildet, so dass sich die Position desZelientragers 25 relativ zur Restrik- 
tion 17 nicht verandem kann, wenn der Wandteil 23 abgenommen und wieder aufgesetzt wird. 

Im vorderen Teil der Druckkammer 1 ist in den Mantel des Stahlrohrs 1 ein Hohlnippel 41 eingeschraubt, 
durch den eine Stahlkanule 42 radial in das Innere des Stahlrohrs 1 1 fuhrt Zur Fixierung und Abdichtung der 

35 Stahlkanule (Aussendurchmesser etwa 0,75 mm, Innendurchmesser etwa 0,5 mm) sind ein an der Kanule 
angefbrmter Metallwulst 42b und ein Dichtungsring 42c aus PTFE ("Teflon 0 ) vorgesehen. Die Mundung 42a 
der Stahlkanule 42 Itegt knapp vor der Langsachse A der Druckkammer 1, so dass ein aus der Kanule 42 aus- 
tretender Flussigkeitstropfen T (Fig. 1) exakt in der Langsachse A liegt 

Aus zeichnerischen Grunden sind der Hohlnippel 41 und die Stahlkanule 42 in Fig. 2 vertikai von unten in 

40 das Stahlrohr 1 1 einmundend dargestellt Im Betrieb der Vorrichtung mundet die Kanule 42 jedoch schrag von 
oben unter einem Winkel a zur Vertikalen V in die Druckkammer 1 ein, so wie dies in der Fig. 3 dargestellt ist 
Der Winkel a kann durch Verdrehen des Stahlrohrs 11 im Lagerblock 6 den Erfordernissen entsprechend 
justiert werden (Fixierung durch die Feststellschraube 61). 

Die Stahlkanule 42 ist uber ein Ruckschlagventil 43 und eine flexible Leitung 44 an ein Dosieraggregat 

45 angeschlossen, welches aus einer Dosierspritze 45, einem Spindelgetriebe (Mikrometerschraube) 46, einem 
Schrittmotor 47 und einer uber einen Fussschalter 48 in Gang setzbaren elektrischen Steuerung 49 besteht 
Das an sich konventionelle und deshalb keiner naheren Eriauterung bedurfende Dosieraggregat ist betahlgt, 
in reproduzierbarer Weise innerhalb weiter, einstellbarer Grenzen Flussigkeitsmengen (Suspension) im Mikro- 
literbereich durch die Kanule 42 in die Druckkammer 1 einzuspeisen, wobei die Flussigkeit (Suspension) an 

50 der KanQlen-MOndung 42a tropfenweise austritt 

Die genereOe Funktions- bzw. Betriebsweise der Vorrichtung ist wie fdgt : 

Die zu beschiessenden Zellen werden bei abgenommenem WandteO 23 der Probenkammer 2 in weiter 
unten noch naher erliuterter Weise auf der Oberflache 25a des Zellentragers 25 befestigt Danach wird der 
Wandteil 23 auf den Basisteil 21 aufjgesetzt und die Probenkammer 2 mitteis der Wasserstrahlpumpe 5 eva- 
55 kuiert Hierauf wird die mit einer DNA-Ldsung und darin suspendierten Mikroprojektilen in Form von feinsten 
Goldpartikeln geladene Dosiereinrichtung 4 in Gang gesetzt und so an der Mundung 42a der Kanule 42 ein 
Suspensfons-Tropfen T geelgneter Grosse (siehe foige nde Detailerlauterung) bereitgestellt Daraufhin wird die 
C02-Pistole 31 akbviert und damit in der Druckkammer 1 ein sich im wesentiichen in Langsrichtung A der Kam- 
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mer fortpflanzender Druckstoss definierter Grosse erzeugt Dieser Druckstoss zerstaubt den an der Kanulerv 
mundung 42a bereitgehaltenen Suspensions-Tropfen T in einen feinen Nebel, der die Goldpartikel und daran 
anhaftende DNA enthalt Die Goldpartikel reissen somit die DNA aus der fiussigen Phase heraus und fuhren 
sie auf diese Weise mit sich. Dieser feine Nebel wird nun durch den Druckstoss durch die durch die Kapillare 
5 17 gebildete Restriktion gepresst und dabei errteblich beschleunigt Die aus der KapOIare 17 austretenden 
Nebeltropfchen, welche die Goldpartflcel mit der daran haftenden DNA enthalten, treffen nun innerhaib eines 
sehr kleinen Streukegels mit grosser Geschwindigkeit und definiertem Impuls auf die auf dem Zeilentrager 25 
fixierten Zellen auf und dringen in diese ein. Bei geeigneter Dimensionierung der Vorrichtung und der Verfah- 
re nsparameter kann dabei erreicht werden, dass jewefls nur ein Partikel Oder hochstens einig e wenige Partike! 
10 in die Zellen eindringen und in diesen auch tatsachlksh verbleiben. Femer ist durch die Vorrichtung eine extrem 
hohe Zielgenauigkeit (geringe Streuwirkung) gewahrieistet 

Die Probenkammer 2 ist (teil-)evakuiert Dadurch wird die Reibung der sich von der Restriktion 17 auf den 
Zeilentrager 25 hin bewegenden Nebeltropfchen herabgesetzt, die Tropfchengrdsse minimiert und die Rich- 
tungsstreuung klein gehalten. Ausserdem spannt das (Teii-)Vakuum die Zellwande, so dass sie sich von den 
15 auftreffenden Parttkeln besser durchschlagen lassen. Uebliches Wasserstrahlpumpen-Vakuum (etwa 500 
mmHg) ist im NormaJfall ausreichend, furspezielle Anwendungen (z.B. im Falle von widerstandsfihigerenZell- 
wanden) ist auch hoheres Vakuum (geringerer Druck) moglich. 

Wie schon erwahnt, endet die KanQle 42 knapp vor der Langsachse A der Druckkammer 1 , so dass der 
an der Kanulen-Mundung 42a erzeugte Suspensions-Tropfen genau in der Langsachse A zu liegen kommt 
20 Auf diese Weise wird eine zur Langsachse symmetrische Tropfchenwolke erzielt, die wiederum die Zielge- 
nauigkeit und die Verteilung der Partikeln im Auftreffbereich gunstig beeinflusst 

Der Abstand a (Fig. 1) zwischen der Mundung 42a der Kanule 42 und der EintrittsofTnung der Kapfllare 17 
bzw. der Blende oder Pore ist relativ kritisch. Ist dieser Abstand zu gering, dann wird nicht der Nebel, d.h. ein- 
zelne Nebeltropfchen, durch die Restriktion gepresst, sondem es tritt ein geschlossener Flussigkeitsfaden als 
25 Strahl aus der Restriktion aus in die Probenkammer. Ein solcher Strahl fuhrt zu massiven Zerstorungen der zu 
beschiessenden Zellen und muss daher unter alien Umstanden vermieden werden. In der Praxis muss daher 
der Abstand a mindestens etwa 5-10 mm betragen, wobei dieser Mindestwert auch von den Dimensionen der 
ubrigen Telle der Vorrichtung abhangt und jeweils empirisch ermittelt werden muss. 

Der Arbeitsabstand b (Fig. 1) zwischen dem Austrittsende der Kapfllare 1 7 bzw. Restriktion aflgemein und 
30 dem Zeilentrager 25, d.h. diejenige Strecke, welche die Nebeltropfchen imfreien Rug im Vakuum zurucklegen, 
ist weniger kritisch. Praktische Werte sind 5 mm bis 5 cm, abhangig vom Gewebetyp und von der Art der Restrik- 
tion. Der Arbeitsabstand beeinflusst uber die (durch das Teflvakuum reduzierte) Reibung die Partikelgeschwin- 
digkert und uber die Streuung den effektiven Zielflachendurchmesser. Ein Wert von ca. 10 mm hat sich als 
gunstig erwiesen. 

35 Wie schon erwahnt, kann als Restriktion sowohl eine Kapillare als auch eine Strdmungsblende Oder all- 
gemein Pore eingesetzt werden. Als Blende kommt z.B. eine solche aus Platin-lridium in Frage, wie sie in der 
Elektronenmikroskopie verwendet wird. Der Oeffnungsdurchmesser der Blenden kann beispielsweise von 20 
urn bis 500 um oder sogar bis zu 1 mm betragen. Bevorzugt werden Durchmesser im Bereich von etwa 70-300 
urn. Im Falle von Kapillaren konnen diese aus Glas Oder Metal! (z.B. Stahl) bestehen. Fur den Innendurchmes- 

40 ser gelten dieselben Werte wie fur die Blenden. Die Lange der Kapillaren kann etwa 0,1-20 mm betragen, bevor- 
zugt werden Werte im Bereich von etwa 1,0-10 mm. Das Verhaltnis von Innendurchmesser zu Lange der 
Kapillare bestimmtden Strdmungswiderstand. Langere Kapillaren erfordem daher in der Regel grossere Innen- 
durchmesser. Je linger die KapOIare ist, desto grosser ist die Beschleunigungsstrecke fur die Nebeltropfchen 
und umso grosser ist ihre Endgeschwindigkeit beim Eintritt in die Probenkammer. 

45 Der Winkel a, unter dem die Kanule 42 zur Vertikalen V geneigt in die Druckkammer 1 einmundet (Fig. 3), 
ist durch Verdrehen des Rohrs 1 im Lagerbiock 6 einstelibar. Da die etwa 1,2 um bis 1,5 um grossen, in der 
DNA-Losung suspendierten Goldpartikeln ohne Ruhren sedimentieren (absinken). ist der Winkel a vorteOhaf- 
terweise so einzustellen, dass bei jeder Voiumendosierung im wesentlichen gleich viele Goldpartikeln in den 
Tropfen an der Mundung der Kanule 42 austreten. Bei ungunstigem Winkel a sind sonst die Goldpartikeln vor- 

50 wiegend in den ersten Tropfen (a zu klein) oder in den letzten Tropfen (a zu gross) einer Serie konzentriert 
Der optimale Winkel hangt von der Partikelgrosse und der Viskositat der Losung ab und muss durch Auspro- 
bieren ermittelt werden. 

Ein wesentliches Bement der Vorrichtung ist das in der Kanule 42 (oder ev. einer Zuieitung zu dieser) 
befindliche Ruckschlagverrtfl 43. Es besteht aus einem Ventflsitz aus Quarz und einer Ventilkugel aus Saphir 
55 und ist vorzugsweise vertikal orientiert Das Ruckschiagventfl 43 ist wie die ubrigen Te3e der Dosiereinrichtung 
4 mitflOssigem Paraffin (Marke 7174 der Firma MERCK, Darmstadt, BRD) luftblasenfrei geffillt 

Das Dosieraggregat 45-49 kann an sich beiiebig realisiert sein, sofern es im Stande ist uber einen Zeitraum 
von maximal etwa 20 Sekunden ein Voiumen von etwa 1 ul bis 10 ul zu pumpen. In einer praktischen Ausfuh- 
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rung wird ein Volumen von 1 ul bis maximal 4 uJ in Pumpschritten von etwa 1 nl bis etwa 50 nl dosiert Vor- 
zugswetse ist ein 3-Weg-Ventil vorgesehen, uber das eine 1 mJ-Spritze zuschaltbar ist, damit das Paraffin 
bequem nachgefuDt und das Volumen justiert werden kann. 

Die die Goldpartikeln enthaltende Suspension wird in die Kanule 42 eingefullt (Zu diesem Zweck wird die 
5 Kanule vorubergehend aus der Dnjckkammer 1 entfemt) Die Forderung der Suspension erfolgt indirekt durch 
Verdrangung durch das dosiert gepumpte flussige Paraffin. Das Fullvolumen der Kanule 42 mit Suspension 
betragt beispielsweise etwa 3-4 uJ. 

Die Zerstaubungswirkung, d.h. die Grosse der Nebeltropfchen, hangt von der Grosse des D rucks tosses 
in der Druckkammer 1 ab. Anderseits bestimmt die Grosse des Druckstosses auch die Gasgeschwindigkeit in 
10 der Restriction und damit die Partikelgeschwindigkeit bzw. deren Impuls. Der D rucks toss kann zwischen etwa 
einigen bar und einigen tausend bar liegen, praktische Werte sind einige zehn bar bis einige hundert bar, ins- 
besondere ein Wert von ungefahr 50 bar. 

Die Partikelgrosse hat uber die Masse einen linearen Einftuss auf den Impuls der Partikeln. Fur das Ueber- 
ieben der getroffenen Zellen sind prinzipieli Heine Partikeln gunstiger. Anderseits konnen grossere Partikeln 
15 besser in die Zellen eindringen. Die optimale Partikelgrosse muss daher fur jeden Zelltyp experimentell ermittelt 
werden. Praktische Partikelgrdssen liegen im Bereich von 20 nm bis 5 um, insbesondere im Bereich von etwa 
1-2 urn, speziell etwa 1,2-1,5 um. 

Das Partikelmaterial ist an sich sekundar. Gunstig ist jedoch eine hohe spezifische Dichte und grosse Trig- 
heit bei chemischen Reaktionen (inertes Material). Gunstig ist weiterhin, wenn die Partikeln untereinander in 
20 einem engen Grdssenbereich liegen, also alle Partikeln im wesentlichen etwa gleich gross sind. Fur die Praxis 
ist es weiterhin gunstig, wenn Partikeln verwendet werden, die bei guter Reproduzierbarkeit eines engen Gros- 
senspieiraums in einem weiten Grdssenbereich einfach herstellbarsind. Vorzugsweise wird daher als Material 
fur die Partikeln Gold verwendet Goldpartikeln einheitiicher Grosse lassen sich aus Tetrachlorgoldsaure durch 
Reduktion mit photographischen Entwicklern gut reproduzierbar herstellen. Durch Verdunnung der Aus- 
25 gangslosungen lassen sich Partikeln zwischen 5 um Durchmesser bis hinab in den kolloidalen Bereich (kleiner 
als 0,5 urn Durchmesser) herstellen. Kritisch ist das Abstoppen des Entwicklungsvorgangs mit einem Fixativ 
fur gut reprod uzierbare Goldpartikelgrossen sowie fur leicht wasserf osliche Reaktionsprodukte, die durch Zen- 
trifugation und Waschen mit Wasser entfemt werden mussen. Diefertigen Goldsuspensionen werden autoc- 
laviert 

30 Eine relativ kritische Grosse ist die Partikeldichte in der Suspension. Stockende Suspensionen kann man 
nicht handhaben. Stark verdOnnte Suspensionen geben zu viele leere Tropfchen und zu wenige Treffer in den 
Zellen. Dazwischen liegt ein Optimum, das fur die entsprechenden Zelltypen ermittelt werden muss. Ziei ist 
es, moglichst viele Zellen mit nur einem einzigen Partikel zu treffen, da weitere Partikeln die Ueberiebenschan- 
cen der getroffenen Zellen drastisch reduzteren. Ein praktischer Wert liegt bei 10 10 Partikeln/m!. 

as Das Suspensionsvolumen, das pro "Schuss" mogiich ist, d.h. das Volumen des bereitgestellten Tropfens 
sollte so gross wie mogiich sein. Ist das vorgeiegte Suspensionsvolumen pro Schuss jedoch zu hoch, so kommt 
es zu einer Flussigkeitsansammlung in der Restriktion und zum Austritt eines geschiossenen Flussigkettsfa- 
dens. der die Zellen stark verletzt Ein praktischer Wert bei Restriktionsinnendurchmessem urn 100 um istz.B. 
etwa 0,1 nl, bei Durchmessern um 300 um ist ein Tropfenvolumen von etwa 0,2 pi gunstig. Ein Wert von 0,5 

40 yd hat sich in diesem Fail als zu hoch erwiesen. Im ailgemeinen konnen Tropfenvolumina zwischen 10 nl und 
500 ni verwendet werden. Besonders bevorzugt ist ein Tropfchenvolumen zwischen 50 nl und 150 nl. 

Die DNA-Konzentration in der Suspension kann in weiten Grenzen zwischen Sattigung bis hinunterzu 
extremen Verdunnungen gewahlt werden. Fur die Plasmide pBI221 und pHP 23 sind beispielsweise Werte um 
0,3 (ig/uJ geeig net Die Plasmide konnen dabei entweder in linearisierter Oder uberspiralisierter ("supercoiled") 

45 Form vorliegen. Grundsatziich kann von einer hoheren DNA-Konzentration eine hohere Transformationsrate 
erwartet werden. 

Wird eine Restriktion in Form einer Blende verwendet, so hat die Grosse der Nebeltr5pfchen fur ein 
Suspensionstropfenvoiumen von 0,2 uJ bei ca. 70 um Inn endurchmesser der Blende ein Minimum. KJeine Tropf- 
chen sind essentieil wegen der Reibung beim Rug und wegen der Bremswirkung auf die Partikeln beim Auf- 
so schlag sowie wegen der Verletzungsgefahr am Aufschlagpunkt Letzteres gilt naturiich auch fur Restriktionen 
in Form einer Kapillare. Die Grosse der Nebeltropfchen hangt auch vom Volumen des Suspensionstropfens 
ab und kann daher auch dadurch beeinflusst werden. 

Ueblicherweise ist die in die Zellen einzubringende DNAfirei in derflussigen Phase der Suspension gelost 
In gewissen Fallen kann es jedoch auch von Vortefl sein, die Montage der Plasmide auf den Goldpartikeln z.B. 
55 mit Hflfe von Spermidin Oder Lactoferin zu modifizieren. 

Die Grosse der Zielfiiche, d.h. derjenigen FISche, in der mehrals 80% der Partikel auftreffen, hangt von 
der Grosse und der Art der Restriktion (Innendurchmesser, Kapillarenlange etc), vom Arbeitsabstand b und 
vom Vakuum ab. Mit einer Kapillare von 300 um Innendurchmesser und 10 mm Lange sowie einem Arbeits- 
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abstand von 10 mm und dem genannten Wasserstrahlpumpenvakuum kann mitdervorstehend beschriebenen 
Vorrichtung ein extrem kleiner Zielfl§chendurchmesser von maximal 0,7 mm erreicht werden. Der effektive 
Bereich, in dem Zellen getroffen werden und die Goldpartikein in die Zelien eindringen, ist sogar noch kleiner. 
Er hangt auch von der Widerstandfahigkeit (Kohasion) der Zeilwande ab. 
5 Die Partflceldichte auf der Zielflache ist eine Funktion aus Arbeitsabstand, Vakuum (Streuung), Suspen- 
sionsdichte der Vorlage, RestrQctionsinnendurchmesser und KapiDarenlange. Die Partikeldichte auf der Ziel- 
flache soilte so eingesteilt werden, das moglichst viele Zeilen von genau 1 Partikel getroffen werden. Die 
Gbrigen Parameter mussen darauf abgestimmt werden. 

Da beim Beschiessen der Zelien ein Gasstrom aus der Restriktion austritt, der die Zellen trifft ist eine 
10 sichere Montage derselben auf dem Zeilentrager essentieil. Beispieisweise kann dazu als Unteriage 2% Aga- 
rose auf Thermanox (IAB-TEK Division, Miles Laboratories, Naperville IL 60540, USA) verwendet werden. Die 
Agarose wird 1 mm dick ausgegossen und enthait 10 mM CaCi2. Die Zellen werden auf der Agarose mrt 4% 
Alginat festgeklebt Das Aiginat hartet in Gegenwart von Ca 2+ bei Zimmertemperatur. Nach ca. 

1 Stunde ist die Polymerisation abgeschlossen. So montierte Zellen werden vom Gasstrom nicht wegge- 
15 wehL Diese Montageart lasst sich leicht steril durchfuhren und geht rasch in der Handhabung und sichert eine 
ausreichende Wasserversorgung der Zellen bis zu ihrer Rucktransplantation auf das Medium. 

Das erfindungsgemasse Verfahren wird untersterilen Bedingungen durchgefuhrt Goldpartikeln, DNA-L6- 
sung und alle Losungen bzw. Vorrichtungstefle, mit denen die Zellen in Beruhrung kommen, werden steril 
gehalten durch Autoklavieren, Sterflfiltration Oder Abwischen bzw. Durchspulen mit 70% Aethanol. Die ganze 
20 Vorrichtung steht unter einer Sterflbank. Druckkammer und Blende bzw. Kapillare werden ebenfalls von Zeit 
zu Zeit (bei haufiger Benutzung 1 bis 2 mal taglich) mit 70% Aethanol gespQIt Die Suspensionskanule wird 
daruberhinaus gelegentiich autoWaviert Weitere Vorkehrungen zur Sterilitat sind im Prinzip nicht erforderiich. 

Wie schon erwahnt, ka nn der Wandteil 23 der Pro benkammer 2 mitsamt dem Zeilentrager 25 und der Stell- 
schrauben 27 abgenommen werden. Auf diese Weise ist die Justierung der zu beschiessenden Zellen relativ 
25 zur Reduktfon bzw. zur Langsachse A (Hauptschiessrichtung) sehr einfach. Ein Probeschuss in 2% Agar mar- 
kiert die Zielflache. Anschiiessend wird der Wandteil 23 der Probenkammer abgenommen und definiert orient- 
iert und positioniert auf einen Kreuzn'sch unter einem Stereomikroskop montiert Jetzt wird der Kreuztisch so 
justiert, dass der Zielfleck zentral im Fadenkreuz des Okkuiars liegt Die Zellen konnen jetzt mit den 2 Steil- 
schrauben auf das Fadenkreuz bzw. damit auf die Zielflache ausgerichtet werden. Selbstverstandlich kann die 
30 Justierung auch in anderer Weise erfolgen. 

Die Vorteile des erfindungsgemassen Verfehrens und der erfindungsgemassen Vorrichtung sind evident: 
Es wird eine gleichmassige Verteilung einzelner Partikeln auf einer extrem Weinen Zielflache erreicht Die Par- 
tikeldichte auf der Zielflache bzw. den beschossenen Zellen, der Impuls der Partikeln und der Durchmesser 
der Zielflache sind in weiten Grenzen fein regelbar. DNA muss — obwohl moglich — weder an die Partikeln 
35 gekoppelt noch auf die Partikeln prazipitiert werden. Zudem ist die Vorrichtung sehr einfach in der Handhabung 
und konstruktiv wenig aufwendig. 

Das zuvor beschriebene Verfahren zur Herstellung transgener Pflanzen ist mit alien seinen Teilschritten 
Bestandteil der voriiegenden Erfindung. 

Das erfindungsgemasse Verfahren ist universell auf Zellen aller Pflanzen anwendbar, unabhangig von 
40 deren taxonomischer Stellung. Besonders geeignet und damit bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die 
Verwendung von Zellen in Geweben, insbesondere in wenig-zeliigen Gewebeverbanden, vorzugsweise aber 
meristematischen Gewebeverbanden, wie sie z.B. in den Sprossmeristemen der Pflanzen. in Proembryonen 
und Embryonen oder aber in embryogenen Zellkuituren vorliegen. Selbstverstandlich kann aber auch jedes 
beliebige andere geeignete pflanzliche Material in dem erfindungsgemassen Verfahren verwendet werden, wie 
45 z,B. Einzeizellen, Zygoten, Zellaggregate, pflanzliche Organe, Gewebe, Kallus. etc.. 

Das erfindungsgemasse Verfahren ist ebenfalls anwendbar auf andere eukaryontische Zellen wie bei- 
spieisweise tierische Zellen Oder Zellen von Pflzen, die entweder isoliert oder ais Bestandteil einer hoher orga- 
nisierten Einhe'rt vorliegen konnen, desweiteren Zellen von Aigen oder von einzelligen Protozoen, etc. 
Das erfindungsgemasse Verfahren ist ebenfalls anwendbar auf prokaryontische Zellen wie bakterielle Zel- 
50 len und Zellen von Cyanobakterien. Bevorzugt sind bakterielle Zelien ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus enterobakteriellen Zellen, insbesondere £ Co// und Serratia-Zellen, Agrobakterium-Zellen, Bacillus— Zel- 
len, insbesondere Bacillus thuringiensis-und Bacillus ce/eus-Zellen, Streptomyceten-Zellen, Pseudomonaden- 
Zellen, etc. 

Ais transformierende DNA k6nnen sowohl naturiiche DNA-Sequenzen als artifeiell mit Hilfe der rekombi- 
55 nanten DNA-Technologie erzeugte hybride Genkonstruktionen verwendet werden. 

In erster Unie umfasst vom breiten Umfang der voriiegenden Erfindung sind rekombinante DNA-Molekule, 
die DNA-Sequenzen enthalten, welche bei den pflanzlichen Transformanten zu nOtzlichen und wQnschenswer- 
ten Eigenschaften fuhren. 
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Dabei handelt es sich vorzugsweise urn rekombinante DNA-MolekGJe. die eine Oder mehrere Gensequen- 
zen beinhalten, die eine nutziiche und wunschenswerte Bgenschaft kodieren und die unter der regulatorischen 
Kontrolle von in Pflanzen aktiven ExpressionssignaJen stehen, sod ass eine Expression besagter Gensequen- 
zen in der transformierten pflanzlichen Zelle gewahrieistet ist 

s Fur die Verwendung m dem erfindungsgemassen Verfahren sind somit in erster Linie alle diejenigen Gene 
geeignet, die in der pflanzlichen Zelle exprimiert werden und die der Pflanze eine nutziiche und/oder gewun- 
schte Eigenschaft verieihen, wie z.B. eine erh6hte Resistenz gegenuber Pathogenen (beispielsweise gegen- 
uber phytophathogenen Pilzen, Bakterien, VTren etc.), eine Resistenz gegenQberChemikalien [beispielsweise 
gegenuber Herbiziden (wie z.B. Triazinen, Sulfbnylharnstoffen, Imidazolinonen, Triazolpyrimidinen, Bialaphos, 

10 Glyphosate, etc.), Insektiziden Oder anderen Bioziden] ; Resistenz gegenuber nachteiligen (endaphischen oder 
atmospharischen) Umwelteinflussen (beispielsweise gegenuber Hitze, Kalte, Wind, besondere, extreme 
Bodenbeschaffenheit, Feuchb'gkeit, Trockenheit, osmotischer Stress etc) ; oder aber zu einer erhdhten oder 
aber qualitativ besseren BQdung von Reserve- oder Speicherstoffen in Blattem, Samen, Knolien, VYurzel, Sten- 
geln, etc. fuhren. Zu den wQnschenswerten Substanzen, die von transgenen Pflanzen produziert werden k6n- 

15 nen, z§hlen beispielsweise Proteine, Starken, Zucker, AminosSuren, Alkaloide, Riechstoffe, Farben, Fette. etc. 
Ebenso konnen in dem erfindungsgemassen Verfahren Gene eingesetzt werden, die pharmazeutisch 
akzeptable Wirksubstanzen, wie z.B. Alkaloide, Steroide, Hormone, immunmodulatoren, und andere physio- 
logisch aktive Substanzen kodieren. 

Eine Resistenz gegenuber Cytotoxinen beispielsweise kann durch Obertragung eines Gens erreicht wer- 

20 den, das ein Enzym kodiert und in der pflanzlichen Zelle exprimiert, welches das Cytotoxin detoxifiziert, wie 
z.B. die Neomycinphosphotransferase Typ II oder die Aminoglycosidphosphotransferase Typ IV, die zu einer 
Detoxifikation von Kanamycin, Hygromycin und anderen Aminoglykosidantibiotika beitragen oder eine Glutat- 
hion-S-Transferase, Cytochrom P-450 oder andere kataboiisch wirksame Enzyme, von denen bekannt ist, dass 
sie Triazine, Sulfonylharnstoffe Oder andere Herbizide detoxifizieren. Eine Resistenz gegenuber Cytotoxinen 

25 kann auch durch ein Gen vermittelt werden, das in einer Pflanze eine besttmmte Form eines 'Zielenzyms' 
(Angriffepunkt der Cytotoxinwirkung) exprimiert, die resistent ist gegen die AknVrtat des Cytotoxins, wie z.B. 
eine Variante der Acetohydroxysauresynthase, die gegenuber der inhibitorischen Wirkung von Sulfonylham- 
stoffen, ImidazoSinonen oder anderen Herbiziden, die mit dlesem spezifischen Stoffwechseischritt interagleren, 
insensitrv ist ; oder eine Varfente der EPSP Synthase, die sich gegenuber der Hemmwirkung von Glyphosate 

30 als insensitv erweist Es kann sich als vorteilhaft erweisen, diese veranderten Zielenzyme in einer Form zu 
exprimieren, die ihren Transport in das korrekte zellulare Kompartiment, wie z.B. im obigen Fall in die Chloro- 
plasten, erlaubt 

In bestimmten Fallen kann es daruberhinaus von Vorteii sein, die Genprodukte in die Mitochondrien, die 
Vakuolen, das endoplasmatische Retikulum oder in andere Zellregtonen, moglicherweise sogar in die interzel- 

35 lularen Raume (Apoplasten) zu dirigieren. 

Eine Resitenz gegenuber bestimmten PilzWassen kann beispielsweise durch die Einschleusung eines 
Gens erreicht werden, das Chitinase in den pflanzlichen Geweben exprimiert Zahlreiche pflanzenpathogene 
Pilze enthalten Chitin als integraien Bestandteil ihrer Hyphen- und Sporenstrukturen, so z.B. die Basidiomyce- 
ten (Brand- und Rostpilze), Ascomyceten und Fungi imperfecti (einschliesslich Altemana und Bipolaris, Exe- 

40 rophilum turcicum, Colletotricum, Gleocercospora und Cercospora). Chitinase ist in der Lage das 
Mycelwachstum bestimmter Pathogene in-vitro zu hemmen. Ein pflanzliches Blatt oder eine Wurzel, die Chi- 
tinase konstitutiv oder aber als Antwort auf das Eindringen eines Pathogens exprimiert, ist gegen den Angriff 
einer grossen Zahl verschiedener Pilze geschutzt Je nach Situation kann eine konstitutive Expression vorteil- 
haft sein im Vergleich zu einer induzierbaren Expression, die bei zahlreichen Pflanzen als normale Reaktion 

45 auf einen Pathogenbefall auftritt, da die Chitinase unmittelbar in hoher Konzentration vorliegt, ohne dass erst 
eine lag-Phase fur die Neusynthese abgewartet werden muss. 

Eine Resistenz gegenuber Insekten kann beispielsweise durch ein Gen ubertragen werden, das ein Poly- 
peptid kodiert, welches toxisch ist fur Insekten und/oder deren Larven, wie z.B. das kristatline Protein von Bacil- 
lus thuringiensis. Ene zweite Klasse von Proteinen, die eine Insektenresistenz vermitteln, sind die 

50 Proteaseinhibitoren. Proteaseinhibitoren bilden einen gewohnlichen BestandteS von pflanzlichen Speicher- 
strukturen. Es konnte nachgewiesen werden, dass ein aus Sojabohnen isolierterund gereinigter Bowman-Birk 
Proteaseinhibltor die Darmprotease von Tenebrio Larven hemmmt [Birk et al (1963)]. Das Gen, welches den 
Trypsininhibitor aus der Kuherbse kodiert, ist bei HOder et al (1987) beschrieben. 

FQr die Verwendung in dem erfindungsgemassen Verfahren sind somit in erster Linie ail diejenigen Gene 

55 geeignet, die bei den transformierten pflanzlichen Zeilen sowie den daraus sich entwickelnden Geweben und 
hsbesondere aber den Pflanzen zu einem Schutzeffekt fuhren, wie z.B. zu einer erhohten Resistenz gegenuber 
Pathogenen (beispielsweise gegenuber phytopathogenen Pilzen, Bakterien, Viren, etc.) ; einer Resistenz 
gegenuber Chemikalien [beispielsweise gegenuber Herbiziden (wie z.B. Triazinen, Sulfbnylamstoffen, Imida- 
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zollnonen, Triazolpyrimidinen, Biaiaphos, Glyphosate, etc,), Insektizrden Oder anderen Bioziden] ; einer Resn 
stenz gegenuber nachteiligen (endaphischen Oder atmospharischen) UmwelteinflOssen (beispleiswelse gebe- 
nuber Hitze, Kalte, Wind, ungunstigen Bodenverhaltnissen, Feuchtigkeit, Trockenheit, etc.). 

Gene, die im Rahmen der voriiegenden Erfindung Verwendung finden kfinnen umfessen beispielsweise 
5 auch solche, die zu einer erhdhten BOdung von Reserve* oder Speicherstoffen in Blattem, Samen, KnoIIen, 
Wurzel, Stengeln, etc. fuhrert Zu den wunschenswerten Substanzen, die von transgenen Pfianzen produziert 
werden konnen, zahlen beispielsweise Proteine, Starken, Zucker, Aminosauren, Vitamine, Alkaioide, Ravine, 
Riech-und Farbstoffe, Fette, eta. 

Ebenso konnen Strukturgene mitdererfindungsgemassen, regulatorischen DNA-Sequenz assoziiert wer- 
10 den, die pharmazeutisch akzeptable Wirksubstanzen, wie z.B. bestirnrnte Alkaloide, Steroide, Hormone, 
Immunmodulatoren und andere physiologisch akitve Substanzen kodieren. 

Zu den Genen, die im Rahmen dieser Erfindung in Betracht gezogen werden konnen, gehdren daher 
bekannte Gene, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein, beispielsweise pflanzenspezifische Gene wie das 
Zeingen aus Mais, das Aveningen aus Hafer, das Glutelingen aus Reis, etc., Sauger-spezifische Gene wie das 
is Insulingen, das Somatostatingen, die Interieucingene, das t-PA Gen, eta, Oder aber Gene mikrobielien 
Ursprungs wie das NPT ii Gen, etc. sowie synthetische Gene wie das insulingen, etc. 

Neben natGritcherweise vorkommenden Strukturgenen, die eine nutzliche und wunschenswerte Eigen- 
schaft kodieren, konnen im Rahmen dieser Erfindung auch Gene verwendet werden, die zuvor mit Hilfe che- 
mischer oder gentechnologischer Methoden gezieit modinziert wurden. 
20 Weiterhin sind von dem breiten Konzept der voriiegenden Erfindung auch solche Gene umfasst, die voil- 
standig durch chemische Synthese hergestellt werden. Als Gene oder DNA Sequenzen die im Rahmen der 
voriiegenden Erfindung Verwendung finden konnen, kommen somit sowohl homologe als auch heterologe 
Gen(e) oder DNA sowie synthetische Gen(e) oder DNA in Betracht Als Beispiel fur ein synthetisches Gen sein 
an dieser Stelle das Insulingen genannt 
25 Weiterhin kann im Rahmen der voriiegenden Erfindung auch sog/anti-sense' DNA verwendet werden, die 
in operabler Verknupfung mit in pflanziichen Zellen aktiven Expressionssignalen zur Produktion eines RNA 
Molekuls fOhrt, das zumindest einem Tei! einer von einer* sense' DNA kodierten mRNA komplementar 1st und 
diese daher zu binden vermag. Auf diese Welse kann die Translation einer bestimmten mRNA In das korre- 
spondierende Protein verhindert oder aber zumindest eingeschrankt werden, sodass man hiermit ein lnstn> 
30 mentarium in HSnden hat mit dessen Hilfe eine effektive Kontrolle der Genexpression von ausgesuchten Genen 
in der Pflanze moglich wird. 

Die im Rahmen der voriiegenden Erfindung verwendbaren DNA Sequenz konnen ausschliesslich aus 
genomischer, aus cDNA bzw. synthetischer DNA konstruiert sein. Eine andere Moglichkeit besteht in der Kon- 
struktion einer hybrid en DNA-Sequenz bestehend sowohl aus cDNA als auch aus genomischer DNA und/oder 
35 synthetischer DNA. 

In diesem Fall kann die cDNA aus demselben Gen stammen wie die genomische DNA oder aber, sowohl 
die cDNA als auch die genomische DNA konnen aus verschiedenen Genen stammen. In jedem Fall konnen 
aber sowohl die genomische DNA und/oder die cDNA, jede fur sich, aus dem gleichen oder aus verschiedenen 
Genen hergestellt sein. 

40 Wenn die DNA-Sequenz Anteile von mehr als einem Gen beinhaltet, konnen diese Gene entweder von 
ein und demselben Organismus, von mehreren Organismen, die verschiedenen Stammen oder Varietaten der- 
selben Art oder verschiedenen Spezies derselben Gattung angehoren, Oder aber von Organismen, die mehr 
als einer Gattung derselben oder einer anderen taxonomischen Einheit (Reich) angehoren, abstammen. 
Urn die Expression besagter Strukturgene in der pflanziichen Zelle zu gewahrleisten, istes vorteilhaft, wenn 

45 die kodierenden Gensequenzen zunachst in operabler Weise mit in pflanziichen Zellen funktionsfahigen 
Expressions-Sequenzen verknupft werden. 

Jeder Promoter und jeder Terminator, der in der Lage ist, eine Induktion der Expression einer kodierenden 
DNA-Sequenz (Strukturgen) zu bewirken, kann als Bestandteil der hybriden Gensequenz verwendet werden. 
Besonders geeignet sind Expresstonssignale, die aus Genen von Pfianzen oder Pflanzenviren stammen. Bel- 

so spiele geeigneter Promotoren und Termlnatoren sind z.B. solche der Cauliflower MosaOc Virus Gene (CaMV) 
oder aber homologe DNA-Sequenzen, die noch die charakteristischen Eigenschaften dergenannten Expres- 
sionssignale aufweisen. EbenfaDs geeignet sind bakterielle Expresstonssignale, insbesondere aber die 
Expresstonssignale der Nopalin-Synthase-Gene (nos) oder der Octopin-Synthase-Gene(ocs) aus den ThPlas- 
miden von Agrobacterium tumefadens. 

55 Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind die 35S und 19S Expressions-Signale des CaMV Genoms 
oder deren Homologe, die mit Hilfe molekuiarbiologischer Methoden, wie sie z.B. bei Maniatis et a/,(1982) 
beschrieben sind, aus besagtem Genom isoliertund mit der kodierenden DNA-Sequenz verknupft werden kon- 
nen. 
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Unter Homologen der 35S und 19S Expressionssignale sind im Rahmen dieser Erfindung Sequenzen zu 
verstehen, die trotz geringer Sequenzunterschiede den Ausgangssequenzen im wesentlichen homolog sind 
und die nach wie vor die gieiche Funktion wie diese erfullen. 

Als Ausgangsmaterial fur die 35S-Transkriptionskontroll-Sequenzen kann erfindungsgemass z.B. das 
5 Seal-Fragment des CaMV Stammes °S B , das die Nukleotide 6808-7632 der Genkarte umfasst [Frank Get a! 
(1980)], verwendet werden. 

Die 19S Promoter- und 5'nicht-translatierte Region befindetsich auf einem Genomfragment zwischen der 
PstI Stelle (Position 5386) und der Hindlll-Steile (Position 5850) der CaMV Genkarte [Hohn et a! (1982)]. Die 
entsprechende Terminator- und 3'nicht-franslatierte Region liegt auf einem EcoRV/Bglll-Fragment zwischen 
10 Position 7342 und 7643 des CaMV Genoms. 

Weiterhin bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind die Expressionssignale des CaMV Stammes CM 
1841, dessen komplette NuWeotidsequenz bei Gardner RC et a/ (1981) beschrieben ist 

Ein weiterer wirksamer Vertreter eines Pflanzenpromotors, der Verwendung finden kann, ist ein uberpro- 
duzierender Pflanzenpromotor. Diese Art von Promotoren soNte, sofem sie in operabler Weise mit der Gense- 
15 quenz, welche ein gewunschtes Genprodukt kodiert, verknupft ist, in der Lage sein, die Expression besagter 
Gensequenz zu vermitteln. 

Ueberproduzierende Pflanzenpromotoren, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung zur Anwendung 
kommen konnen, schliessen den Promotorder kleinen Untereinheit (small subunit ; ss) der Ribulose-1,5-bis- 
phosphat-Carboxylase aus Sojabohnen sowie den Promotor des Chlorophyll-a/b- Bindungsproteins ein. Diese 
20 beiden Promotoren sind dafur bekannt, dass sie in eukaryontischen Pflanzenzeilen durch Licht induziert wer- 
den [siehe z.B. Genetic Engineering of Plants, an Agricultural Perspective, Cashmore A (1983)]. 

Weitere reguiatorische DNA-Sequenzen, die fQr die Konstruktion chimarer Gene Verwendung finden kon- 
nen umfassen beispielsweise solche Sequenzen, die in der Lage sind die Transkription einer assoziierten DNA- 
Sequenz in pfianzlichen Geweben im Sinne einer Induktion oder Repression zu regulieren. 
25 So gibt es beispielsweise einzelne Pflanzengene, von denen bekannt ist, dass sie durch verschiedene 
interne und exteme Faktoren wie Pfianzenhormone, Hitzeschock, ChemikaJien, Pathogene, Sauerstoffinangel, 
Licht, etc. induziert werden. 

Als ein Beispiel fur eine Genregulation durch ein Pflanzenhormon soil hier die Abszissinsiure (ABS) 
erwahnt werden, von der bekannt ist, dass sie den wahrend der spaten Embryonalphase auftretenden Ober- 
30 schuss an mRNAs in Baumwolle induziert Ein weiteres Beispiel liefert die Gibberellinsaure (GA3), die in Rizi- 
nussamen Malatsynthasetranskripte sowie in den Aleuronschichten von Gerste Isoenzyme der a-Amylase 
induziert 

Die Aktivitat von Glucanase und Chitinase in BohnenWattem kann durch Behandlung mit dem Stresshor- 
mon Ethylen markant erhoht werden. Fur Chitinase wird dieser Induktions-Effekt uber den Promotor des Chi- 
35 tinasegens gesteuert, was durch Reportergenversuche unter Verwendung eines Promoters aus dem 
Chitinasegen von Bohnen (Phaseolus vulgaris) gezeigt werden konnte. 

Die Regulation von Hitzeschock empfindlichen Proteingenen der Sojabohne wurde im Detail untersucht 
Eine mehrstundige Behandlung der Pflanzen bei einer Temperatur von 40°C resultiert in der de novo Synthese 
von sogenannten Hitzeschock-Proteinen. Zahlreiche dieser Gene wurden inzwischen isoliertund ihre Regula- 
te tion im einzelnen analysiert Die Expression dieser Gene wird in erster Linie auf der Ebene der Transkription 
kontrolliert Fusioniert man beispielsweise den Promotor des hps70 Gens mit dem Neomycinphosphotransfe- 
rase II (NPT II) Gen, so kann das auf diese Weise entstandene chimare Gen durch einen Hitzeschock induziert 
werden (Spena et al, 1985). 

Eine andere Wasse von in Pflanzen induzierbaren Genen beinhaltet die Licht-regulierten Gene, insbeson- 
45 dere das nuWear kodierte Gen der kleinen Untereinheit der Ribu!ose-1 ,5-bisphosphatcarboxylase (RUBISCO). 
Morelii era/ (1985) haben nachgewiesen, dass die 5'-flankierende Sequenz eines RUBISCO-Gens aus der 
Erbse in der Lage ist, die Licht-induzierbarkeit auf ein Reportergen zu ubertragen, sofem dies in chimarer Form 
mit dieser Sequenz verknupft ist Diese Beobachtung konnte auch auf andere Licht-induzierte Gene ausgedeht 
werden, wie z.B. das Chlorophyll a/b-Bindungsprotein. 
so Die Alkoholdehydrogenase-Gene (adh-Gene) des Mais waren Gegenstand intensiver Untersuchungen. 
Das adh1-s Gen aus Mais wurde isoliert und es wurde nachgewiesen, dass ein Teil der 5'-flankierenden DNA 
in der Lage 1st, die Expression eines chimaren Reportergens. (z.B. Chloramphenicolacetyltransferase ; CAT) 
zu induzieren, wenn das vorubergehend transformierte Gewebe anaeroben Bedingungen ausgesetzt wurde 
[Howard era/ (1987)]. 

55 Eine weitere Gruppe regulierbarer DNA-Sequenzen betrifft chemisch regulierbare Sequenzen, die z.B. in 
den PR-fpathogenesis related proteine")Proteingenen des Tabaks vorliegen und mit Hflfe chemischer Regu- 
latoren induzierbarsind. 

Die zuvor beispielhaft genannten regulierbaren DNA-Sequenzen k6nnen sowohl naturlichen als auch syn- 
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thetischen Ursprungs sein Oder aberaus einem Gemisch von naturiichen und synthetischen DNA-Sequenzen 
bestehen. 

Die verschiedenen Seque nzabschn itte konnen mit Hilfe an sich bekannter Methoden miteinanderzu einer 
vollstandigen kodierenden DNA-Sequenz verknQpft werden. Geeignete Methoden schliessen beispielswetse 
5 die in vivo Rekombinatton von DNA-Sequenzen, die homoioge Abschnitte aufweisen sowie die in vitro Verknup- 
fung von Restriktionsfragmenten mit ein. 

Hybride Genkonstruktionen lassen slch durch Einspleissen in einen geeigneten Klonierungsvektor und 
anschliessende Transformation einer geeigneten WirtszeJIe sehr schnell und einfach amplifizieren. 

Als Wonierungsvektoren verwendet man im allgemeinen Plasmid- Oder Virus-(Bakteriophage)-Vektoren 
10 mit Replikations- und KontroIIsequenzen, die von Spezies stammen, die mit der Wirtszelle kompatibel sind. 

Der Klonierungsvektor tragt in der Regel einen Replikationsursprung, ausserdem spezifische Gene, die 
zu phaenotypischen SelektionsmerkmaJen in der transformierten Wirtszelle fuhren, insbesondere zu Resisten- 
zen gegenuber Antibiotika Oder gegenuber bestimmten Herbiziden. Die transformierten Vektoren konnen 
anhand dieser phaenotypischen Marker nach einer Transformation in einer Wirtszelle selektiert werden. 
is Selektierbare phaenotypische Marker, die im Rahmen dieser Erfindung Anwendung finden konnen, umfas- 
sen beispielsweise Resistenzen gegen Ampicillin, Tetracyciin, Hygromycin, Kanamycin, Methotrexat, G418 
und Neomycin, ohne das diese beispielhafte Aufzahlung eine Umitierung des Erfindungsgegenstandes dar- 
stellt 

Als Wirtszellen kommen im Rahmen dieser Erfindung Prokaryonten in Frage, einschliesslich bakterieiler 
20 Wirte, wie z.B. Atumefaciens, £ coft S. fyphimurium und Serratia marcescens, sowie Cyanobakterien. Femer 
konnen auch eukaryontische Wirte wie Hefen, mycelbildende Pilze und Pflanzenzellen im Rahmen dieser Erfin- 
dung verwendet werden. 

Das Einspleissen der hybriden Genkonstruktion in einen geeigneten Klonierungsvektor erfolgt mit Hilfe von 
Standardmethoden wie sie z.B. bel Maniatis eta! (1982) beschrieben sind. 
25 Dabei wird in der Regel der Vektor und die einzuspleissende DNA Sequenz zunachst mit geeigneten 
Restriktions-Enzymen geschnitten. Geeignete Restriktionsenzyme sind z.B. soiche, die Fragmente mit glatten 
Enden Kefem, wie z.B. Smal, Hpal und EcoRV, oder aber Enzyme, die kohasive Enden bflden, wie z.B. EcoRI, 
Sacl und BamHl. 

Sowohl Fragmente mit glatten Enden wie auch soiche mit kohasiven Enden, die einander komplementSr 
30 sind, k5nnen mit Hilfe geeigneter DNA-Ligasen wieder zu einem einheitlichen durchgehenden DNA-Molekul 
verknupft werden. 

Glatte Enden konnen auch durch Behandlung von DNA-Fragmenten, die Ciberhangende kohasive Enden 
aufweisen, mit dem Wenow-Fragment der EcoH DNA-Polymerase durch AufTQIIen der Lucken mit den entspre- 
chenden komplementaren Nukleotiden hergestellt werden. 

35 Anderseits lassen sich auch kohasive Enden kunstlich herstellen, z.B. durch Anfugen komplementarer 
homopolymerer Schwanze an die Enden einer gewunschten DNA-Sequenz sowie des geschn'rttenen Vektor- 
moiekuls unter Verwendung einer terminaJen DesoxynuWeotidyKTransferase oder aber durch Anfugen synthe- 
tischer Oligonukleotid-Sequenzen (Linker), die eine Restriktionsschnittstelle tragen und anschliessendes 
Schneiden mit dem entsprechenden Enzym. 

40 Der Klonierungsvektor und die mit diesem Vektor transformierte Wirtszelie werden in der Regel dazu ver- 
wendet, die Kopienzahl des Vektors zu erhohen. Mit einer erhohten Kopienzahl ist es moglich, den Vektor, der 
die hybride Genkonstruktion tragt, zu feolieren und z.B. fur die Einschleusung der chimaren Gensequenz in 
die pflanziiche Zelle vorzubereiten. 

In einem weiteren Verfahrensschritt werden diese Plasmide dazu verwendet, die ein gewunschtes Gen- 
45 produkt kodierenden Strukturgene oder aber nicht-kodierende DNA-Sequenzen mit regulatorischer Funktion, 
wie z.B.'anti-sense' DNA, in die pflanziiche Zelie einzuschleusen und gegebenenfalls in das Pflanzengenom 
zu integrieren. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft daher die Herstellung von pfianzlichen Rezi- 
pienten-Zellen, welche besagtes Strukturgen oder sonstige wunschenswerte Gene bzw. Genfragmente oder 

so sonstige nutzliche DNA-Sequenzen in ihr Genom eingebaut enthalten. 

Ebenfalls umfasstvom breiten Konzept dieser Erfindung sind somittransgene Pflanzen, insbesondere aber 
transgene fertile Pflanzen, die mit Hilfe des zuvor beschriebenen erfindungsgemissen Verfahrens transfor- 
miert worden sind sowie deren asexuelle und/oder sexuelle Nachkommenschaft, welche noch die durch die 
Transformation der Mutterpflanze bedingte(n) neue(n) und wunschenswerte(n) Eigenschaft(en) aufweisen. 

55 Unter den Begriff der asexueilen und/oder sexuellen Nachkommenschaft transgener Pflanzen fallen defV 
nitionsgemass im Rahmen dieser Erfindung somit auch alie Mutanten und Varianten die mit Hilfe bekannter 
Verfahren, wie z.B. durch Zellfusionen oder Mutantenselektton gewonnen werden konnen, und welche noch 
die charakteristischen Eigenschaften der transformierten Ausgangspflanze aufweisen, sowie samtliche Kreu- 
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zungs- und Fusionsprodukte mit dem transformierten Pflanzenmateriai. 

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung betrifft das Vermehrungsgut transgener Pflanzen. 

Unter Vermehrungsgut transgener Pflanzen soil im Rahmen dieser Erfindung jedes beiiebige pfianziiche 
Material verstanden werden . das sich auf sexuellem Oder asexuellem Wege bzw. in-vivo oder in-vitro vermeh- 
5 ren lasst Als besonders bevorzugt sind im Rahmen dieser Erfindung in erster Linie Protoplasten, Zelien, KaDi, 
Gewebe, Organe, Samen, Embryonen, Pollen, Eizellen, Zygoten anzusehen, sowie jedes beliebige andere 
Vermehrungsgut das von transgenen Pflanzen erhalten werden kann. 

Pflanzenteile, wie z.B. Bluten, Stengel, Fruchte, Blatter, Wurzeln, die von transgenen Pflanzen Oder deren 
Nachkommen stammen, die zuvor mit Hitfe des erflndungsgemassen Verfahrens transformiert worden sind und 
10 die somit wenigstens zum TeO aus transgenen Zelien aufgebaut sind, sind ebenfalls Gegenstand dieser Erfin- 
dung. 

Das erfindungsgemasse Verfahren eignet sich fur die Transformation ailer Pflanzen, insbesondere solchen 
der systematischen Gruppen Angtospermae und Gymnospermae. 

Unter den Gymnospermae sind von besonderem Interesse die Pflanzen der Klasse Coniferae. 

is Unter den Angtospermae sind neben den Laubbaumen und Strauchem von besonderem Interesse Pflan- 
zen derFamilien Solanaceae, Cruciferae, Composftae, Liliaceae, Vdaceae, Chenopodiaceae, Rutaceae, Altia- 
ceae, Amaryllidaceae, Asparagaceae, Orchidaceae, Palmae, Bromeliaceae, Rubiaceae, Theaceae, 
Musaceae, Malvaceae oder Gramineae und der Ordnung Leguminosae und hier vor allem der Famine Pap'h 
lionaceae. Bevorzugt sind Vertreter der Famflien Solanaceae, Cruciferae und Gramineae. 

20 Zu den Zielkulturen im Rahmen der vorliegenden Erfindung zahlen beispielsweise auch jene, ausgewahlt 
aus der Reihe : Fragaria, Lotus, Medicago t Onobrychis, TrifoUum, Trigonetla, Vigna, Citrus, Unum, Geranium, 
Manihot, Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lyco- 
persion, Nicotiana, Solanum, Petunia, Digitalis, Majorana, Cichorium, Helianthus, Lactuca, Bromus, Gossy- 
pium, Asparagus, Antirrhinum, Hemerocailis, Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pennisetum, Ranunculus, 

25 Senecio, Salpiglossis, Cucumis, Browailia, Glycine, Lolium, Zea, Triticum, Sorghum, Ipomoea, Passiflora, Cyc- 
lamen, Malus, Prunus, Rosa, Rubus, Populus, Santalum, Allium, Liiium, Narcissus, Ananas, Arachis, Phase- 
oius und Pisum. 

Besonders geeignetund damit bevorzugt fur die Verwendung in dem erflndungsgemassen Verfahren sind 
embryonale und/oder meristematische Strukturen, die entweder isdiert oder im Verband der Gesamtpfianze 
30 voriiegen konnen. Da eine Regeneration ganzer Pflanzen ausgehend von embryonalen und/oder meristema- 
tischen Strukturen auch fur eine Vielzahl monokotyler Pflanzen mitflerweile moglich ist, konnen im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung auch die folgenden Pflanzen verwendet werden : Lolium, Zea, Triticum, Sorghum, 
Saccharum, Bromus, Oryzae, Avena, Hordeum, Secale und Setaria. 

Die reifen Pflanzen, die aus transformierten Pflanzenzellen herangezogen wurden, werden zur Samenpro- 
35 duktion mit sich seibst gekreuzt Einige der Samen enthaiten die Gene, die fur eine nutzliche und wunschens- 
werte Eigenschaft kodieren in einem Verhaltnis, das genau den etablierten Gesetzen der Vererbung gehorcht 
Diese Samen konnen zur Produktion transgener Pflanzen verwendet werden. 

Homozygote Linien konnen durch wiederholte Selbstbestaubung und Hersteltung von Inzuchtlinien gewon- 
nen werden. Diese inzuchtlinien konnen dann wiederum zur Entwicklung von Hybriden verwendet werden. Bei 
40 diesem Verfahren wird eine Inzuchtlinie, die besagtes Fremdgen enthalt mit einer anderen Inzuchtlinie zur Pro- 
duktion gekreuzt 

Nach der allgemeinen Beschreibung der vorliegenden Erfindung soli nun zum besseren Verstandnis auf 
spezifische Ausfuhrungsbeispiele Bezug genommen werden, die zum Zwecke der Illustration in die Beschrei- 
bung mitaufgenommen werden, und die keinen limitierenden Charakter haben, es sei denn, es wird speziell 
45 darauf hingewiesen. 

Nichtlimitierende Ausfuhrungsbeispiele 

1. Herstellung der DNA/Goldpartikelsuspension 

50 

1.1 Plasmid 

Im Rahmen der nachfolgenden Transformationsexperimente wird das Plasmid pBI221 verwendet, welches 
ein p-Glucuronldase-Enzym exprimiert Dieses Plasmid ist bei CLONTECH, Palo Acto CA, USA sowie bei der 
55 GENOFIT in Genf erhaltlich. Detaiilierte Angaben zu dessen Konstruktion und Zusammensetzung sind in einer 
Publikation von Jefferson eiaL(1986) enthaiten. 

Fur die nachfolgend im Detafl beschriebenen Transformationsexperimente wird das Plasmid pBI221 in 
einer 'super-coiled' Konfiguration verwendet und zwar in einer Konzentration von ca. 1.25 ug DNA/uJ H2O. Die 
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DIMA-Losung wind bei -20°C gelagert und erst kurz vor Gebrauch aufgetaut 

1.2 Herstellung der Goldpartikel 

5 Zu 10 ml einer wassrigen Losung von 1% Tetrachlorgoldsaure [H(AuQ?).3H20 ; Merck No. 1682] werden 

in einem spitz auslaufenden 15 mi Plastft-Zentrifugenrdhrchen 200 pJ eines photographischen Entwicklers 
[z.B.'Rondial\ unverdunnt (AGFA)] rasch (< 1 0 s) zupipettiert Der gesamte Ansatz wird anschJiessend einmal 
kurz geschutteit Nach einer Inkubationszeit von 30 s bei Raumtemperatur wlrd die Reduktionsreaktion durch 
Zugabe von 2 ml photographischem Fixierer |z.B.'llfdspeed\ kaufliche Stammlosung 1 + 4 mit H2O dest ver- 

10 dunnt ; llford Foto AG] gestoppt 

Die Suspension wird anschl iessend 5 Minuten bei 2.2 k x g zentrifugiert [Ausschwingrotor, z.B. Christ Labo- 
fuge, HERAEUS], der Oberstand verworfen und der verbleibende Ruckstand in 1.5 ml H2O resuspendiert und 
in ein Eppendorfgefass uberfuhrt Mit einer zweiten Zentrifiigation (3 Minuten bei 1 0 k x g, Eppendorfeentrifuge, 
FestwinkeJ rotor) wird das restifche Fixiersalz ausgewaschen. Der Ruckstand wird in 1 .1 ml H2O resuspendiert 

15 und anschiiessend in zwei Aliquots bei 1 bar und 120°C autokiaviert 

Die autoklavierte Suspension enthat 0.5 (± 0.1) x 1 0 9 Gold- Partikel/ml. Der mittlere Partikeldurchmesser 
betragt 1 .6 urn ± 0.01 urn (Standardfehler des Mittelwertes) mit einem maximaien Partikeldurchmesser von 2.5 
urn (ein Partikei aus ca. 50). Die autoklavierte Suspension wird im Kuhlschrank aufbewahrt und erst kurz vor 
Gebrauch resuspendiert 

20 

1.3 DNA/Gotdpartikel-Gemisch 

Unmittelbar vor Gebrauch werden die folgenden Komponenten zusammenpipettiert : 

pBI221 'super-coned' DNA 

Goldsuspension 
100 mM Tris-HCl, pH 7.0 
1 mM Na-EDTA 

AIs Kontrolle dient eine Losung gleicher Zusammensetzung, wobei jedoch anstelle der pBI221 Plasmid DNA 
Wasser verwendet wird. In einem der durchgefuhrten Experimente wird die Goldsuspension mit 1 + 9 mit H 2 0 
verdunnL 

35 

2. Vorbereitung des zu transformierenden Pflanzenmaterials 

2.1 Maisembryonen 

40 Die Embryonen werden kurz vor der Reife aus noch unreifen Maiskomem freiprapariert und auf einem 
Medium nach Murashige und Skoog (1962) [vergi. Tabelle 1] in kleinen Petrischalen abgelegt. 

2.2 Montage der Maisembryonen 

45 2% Agarose mit 1 0 mM CaCte wird auf sterile Thermanoxplattchen [22 x 60 mm, Miles Laboratories, Naper- 

ville, USA] so ausgegossen, dass eine gleichmassige, ca. 1 mm starke Agaroseschicht entsteht Die Embry- 
onen werden anschiiessend mit Hilfe eines Tropfens (< 10 uJ) 4% Alginat [z.B. Filter-sterilisiertes 
Natrium-Alginat, Ruka No. 71238] auf der Agarose montiert, wobei darauf zu achten ist, dass das Scutellum 
nach oben gerichtet ist Das Alginat wird vor dem Beschiessen ca. 2-3 Stunden in einer feuchten Kammer 

so gehartet 

Die Montage der Embryonen kann auf verschiedene Art und Weise durchgefuhrt werden. Bevorzugt ist ein 
Verfahren, bei dem die Embryonen mit Hilfe einer Drahtschiinge aus ihrer Nahrlosung entnommen und, nach 
Beseitigung des vorhandenen FlussigkeitsOberschusses mit Hilfe eines Riterpapiers, unter dem Stereomikros- 
kop auf die Agaroseunterlage aufgeklebt werden. Der Alginatuberschuss wird mit einem sterilen Filterpapier 
55 abgesaugt Anschiiessend lasst man das Alginat 2-3 Stunden in einer feuchten Kammer ausharten. Auf eine 
Agaroseunterlage konnen auf diese Weise bis zu 40 Embryonen und mehr nebeneinander montiert werden. 

Unmittelbar vor dem Beschiessen wird die Agaroseunterlage mit mit einem SWapell zerschnitten, so dass 
jeder Embryo mitsamt der Agaroseunterlage einzeln auf einen sterilen Objekttager aufgesetzt werden kann. 
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Dieser wird dann an die Probenkammer anstelle der Vonrichtung 23 derzuvorim Detail beschriebenen Appa- 
ratur eingebracht Durch das Anlegen eines Wasserstrahlpumpenvakuums wird der Objekttrager mit dem auf- 
gesetzten Embryo an der Apparatur angesaugt, wobei er aber verschiebbar bleibt 

5 3. Schiessvorgang 

3.1 Zielen 

Ein fest markiertes Fadenkreuz markiert die Verlangerung der Schussachse. Durch Peilen vom Faden- 
10 kreuz auf die Mundung und verschieben des Objekttragers wird der Embryo in die Schussachse gebracht 

3.2 Laden der Kanule 

2um Laden derzuvor im Detail beschriebenen Kanule wird diese vorubergehend aus der Druckkammer 1 
15 entfemL Das Paraffin [MERCK No. 71 74], das ais Verdrangungsflussigkert im Dosieraggregat 45-49 fungiert, 
wird vorgetrieben bis der Meniskus an der Kanulenoffnung erscheint Ein ca. 1 uJ umfassenderTropfen der 
fertigen Suspension wird mft der Pipette aufgesetzt und mit Hirfe des Dosieraggregats 4549 in die Kanuie her- 
eingezogen. Die Kanuie fasst 2 uJ bis 3 uJ Suspension. Wenn der letzte der auf die zuvor beschriebene Weise 
aufgesetzten Tropfen ganz in der KanQle verschwunden ist, wird der Suspensionsmeniskus soweit vorgescho- 
20 ben, bis er mit dem Kanulenende bundig ist und die Kanuie wieder in die Druckkammer 1 eingeschraubt 

3.3 Einschiessen der PNA-ZGoldpartSkel-haltigen Suspension in die Maisembryonen 

Fur das Einschiessen der DNA- und Goldpartikel-haltigen Suspension in die 
25 Maisembryonen werden die fblgenden Paramter an der erfindungsgemassen Vonichtung eingesteilt : 

- Evakuieren der Probenkammer 2 mittels einer Wasserstrahlpumpe (ca. 500 mbar). 

- COrDruck beim Schuss : 57 bar bei 20°C. 

- Dauer des einzeinen Schusses : 2 ms 

- Arbeitsabstand (Mundung 42a der Kanule 42-Probe) : 10 mm 

30 - Kapiliare (17) : GlaskapOlare mit einer Lange von 10 mm und einem Durchmesser von 300 um. 

- Winkel a zwischen Kanule und der Vertikalen : 90° 

- Anzahl Schusse pro Embryo : 1 oder 5 (gemass Tabelle 2) 

- Voiumen Ladung/Embryo : 0^ uJ 

- Modus : 

35 a) 1 Schuss : 0,2 ui Suspension (= Ladung) 1 Schuss 
b) 5 Schusse : 0,1 ui Suspension (= Ladung) -> 2 Schusse 

0,1 uJ Suspension (= Ladung) 3 Schusse 

4. Kultivierung der transform ierten Embryo nen 

40 

Nach dem Beschuss mit der DNAVPartikel-haltigen Suspension wird der Embryo aus dem Alginat heraus- 
gelost und in einem Medium nach Murashige und Skoog (vergl. Tabelle 1) kultiviert Dabei werden je 5 bis 7 
Embryonen auf 0.5 mi Medium in Vertiefungen von Gewebekulturplatten (mit Deckel) [Costar-Platten mit 24 
Vertiefungen (Durchmesser : 16 mm) ; COSTAR, Cambridge, USA] gegeben. Es werden vorteiihafterweise nur 
45 die inneren Vertiefungen mit Embryonen beiegt, wahrend die ausseren mit je 1 ml H2O gefullt werden, sodass 
das gesamte System als feuchte Kammer dient Die Embryonen werden fur einen Zeitraum von 48 Stunden 
bei Zimmertemperatur und Tageslichtfunterstutz durch Kunstlicht : OSRAM L36 W/77 Fluora in einem Abstand 
von 15 cm] kultiviert. 

50 5. GUS (P-Glucuronidas)- Nachweis 

Der Nachweis einer vorubergehenden Expression ('transient expression') des p-Gucuronidase-Gens 
erfolgt mit Hilfe einer ModfRkation des bei Mendel eta/ (1989) beschriebenen Verfahrens. 

55 Reaktions-Losungen : 
Lfisung (a) : 
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Einzelkomponente Stammlosung Volumen Endkonzentration 



K/Na Phosphatpuffer, 


0.5 M 


1000 pi 


0.1 M 


(PH7.0) . 








Na-EDTA 


100 mM 


500 jll 


10 mM 


Triton-X 


1.0% 


500 Ml 


0.1% 


Kaliumferricy anid II 


50 mM 


500 Hi 


5 mM 


Kaliumf erricy anid HI 
H z O 


50 mM 


500 Hi 
2000(11 


5 mM 



15 

Losung (b) : 

Substratlosung bestehend aus : 5 mg 5-Brom^-chlor-Hndol-3-yI-p-D-gIucuronsaure [Clontech Laborato- 
ries, Palo Alto, USA] gelost in 50 ul Dimethyiformamid. Dlese Substratlosung wird stets frisch angesetzt 

20 

Losung (c) : 

Die Losungen (a) und (b) werden miteinander vermischt und sofort fur den GUS-Nachweis verwendeL Dies 
fuhrt in Abweichung von Mendel et a/ (1989) zu einer Substratkonzentration von 0.1%. 
25 Fur den GUS-Nachweis wird zunachst die die Embryonen umgebende Nahriosung mit Hilfe einer Pipette 
aus den Vertiefungen der Gewebekulturplatten entfemt und durch jeweils 0.5 ml Losung (c) ersetzt (ausrei- 
chend fur jeweils 5 bis 7 Embryonen). Die geschlossene Kutturplatte wird dann 24 Stunden bei 37°C im Brut- 
schrank inkubiert 

Nach 24 Stunden sind blaue Flecken auf den Embryonen zu erkennen, die das Vorliegen einer GUS-Akti- 
30 vitat in den embryonalen Zellen anzeigen. Die Flecken werden unter dem Stereomfkroskop ausgezahlt Die 
Tabelle 2 gibt die Ergebnisse eines reprasentativen Versuches wieder, wobei bei positiven Embryonen bis zu 
14 Flecken gezahlt werden konnten. Die Kontrolien waren dagegen ausnahmslos negatrv. 

6. Transformation von Bakterienzeilen 

35 

6.1 Transformation von £ co// Zellen 

Escherichia coli Zellen des Stammes JM101 [Yanisch-Perron et a/ (1985)] werden in einem der ublicher- 
weise verwendeten Medien, z.B. einem LM-Medium [Miller JH (1977)], auf Nitrozellulosefiltern kultivierL Die 
40 Filter werden in Quadrate von ca. 0.5 cm zerschnitten und ein Agarosestuckchen [2%] gleicher Grosse aufge- 
legL 

Dies wird anschliessend in die Probenkammer eingebracht, wie in Beispiel 2.2. im Detail beschrieben. Fur 
das Einschiessen der pUC18 [Plasmid-DNA- und Goldpartikei-haltigen Suspension in die Bakterienzeilen wer- 
den die folgenden Paramter, die wShrend des gesamten Experiments unverandert bleiben, an der erfindungs- 
45 gemassen Vorrichtung eingestellt : 

- Evakuieren der Probenkammer 2 mittels einer Wasserstrahlpumpe (ca. 900 mbar). 

- CCVDruck beim Schuss : 55 bar bei 20°C. 

- Dauer des einzeinen Schusses : 2 ms 

- Arbeitsabstand (Mundung 42a der Kanule 42-Probe) : siehe Tabelle 1 

so - Kapiilare (17) : GlaskapiUare mit einer Lange von 10 mm und einem Durchmesser von 200 um. 

- Winkel a zwischen KanOle und der Vertikalen : 45° 

- Modus : Die Schusse werden an drei verschiedene Stelien des FDterquadrates plaziert, wobei pro 
Stelle jeweils drei SchQsse [20 nl DNA/Partikel Suspension pro Schuss] abgegeben werden. 

Die DNA-Konzentration sowie die Konzentratton der Partikel in der Suspension, desweiteren die Grosse 
55 der Partikel und der Arbeitsabstand werden gemass den Angaben in Tabelle 1 im Verlaufe des Experiments 
variiert 

Nach Beendigung des Schiessvorganges werden die Proben 1 Stunde in einem Flussigmedium [LM-Me- 
dium] inkubiert um die Bakterien von den Filtem zu losen. Danach wird die bakterielle Suspension auf einem 
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festen L^elektfonsmedium ausplattiert, das mit 100 ug/ml Ampicillin und 1.5% Agar angereichert 1st Nach 
einer 24 stundigen Inkubation auf besagtem Medium werden die Kolonien gezahlt [siehe Tabelle 1 J. Eine Aus- 
wahl positrver Kolonien wird auf seinen Plasmidgehalt hin untersucht 

Plasmid-DNA wird von den Bakterien isoliert und auf einem Gel aufgetrennt Die Grosse der DMA wird 

5 bestimmt anhand eines Molekulargewichts-Markers [BRL ; Bethseda Research Laboratories Life Technolgies; 
# 561 5 SA/SB] sowie eines Standard-Piasmids [pUC1 8 geschnitten mit BamHI ; 27 Kbp]. Alle getesteten posi- 
tiven Kolonien erhieiten das korrekte pUC18 plasmid. 

Die KontroIIen werden nur mit den Partikeln, aber ohne DNA beschossen Oder sie werden ohne vorheriges 
Beschiessen in einem Oberschuss von DNA inkubiert Samtiiche KontroIIen waren negativ. 

10 Da der Durchmesser der Bakterien Meiner ist a!s die Partikelgrosse, 1st es urrwahrscheinlich, dass eine 
Zelle, in die ein solcher Partikel eindringt, uberiebensfahig ist Man kann daherdavon ausgehen, dass im Falle 
eines transgenen Ereignisse der Partikel die Zeilwand sowie die vorhandenen Membranen nur soweit verletzt 
hat, dass es den DNA Molekulen mogiich ist durch Weine, reversible Ofmungen in die Zelle zu gelangen, win- 
rend der Goldpartikel selbst ausserfialb der Zelle verbleibt 

15 Bei den hier beschriebenen Verfahren zur Kultivierung von £ coli sowie zur Isolierung und Charakterisie- 
rung von E. cod Plasmiden handelt es sich urn Standardverfahren, die dem Fachmann auf diesem Gebiet 
bestens bekannt sind und die Z.B. bei Maniatis ef a/ (1982) im DetaD beschrfeben sind. 
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6. Transformation von Tabakzellen aus Mikrokalli mit dem Neomycinphosphotransferase-Gen 

Tabak-Kallus wird in Analogic zu den in den Beispielen 1 bis 5 beschriebenen Verfahren mit dem Neomy- 
cinphosphotransferase-Gen transformiert_ 

Die stabile integration des Gens ins pflanziiche Genom konnte anhand von Southern Blot Daten verifiziert 
werden. 

7. Tabellen 



55 
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Tabelle 1: Hormon-freies Medium nach Murashige und Skoog (1962) [MSO-2 Medium; 
pH5.8] 



Einzelkomponente 


Konzentration [mgH] 


CaCl 2 x2H 2 0 


440 


NH4NO3 


1650 


KNO3 


1900 


KI 


0.83 


CoQ 2 x 6H,0 


0.025 


KH 2 P0 4 


170 


H3BO3 


62 


Na 2 Mo0 4 x 2H 2 0 


0.25 


MgS0 4 x 7H 2 0 


370 


MnS0 4 x 4H 2 0 


22.3 


CuS0 4 x 5H 2 0 


0.025 


ZnS0 4 x7H 2 0 


8.6 


FeS0 4 x7H 2 0 


27.85 


Na 2 EDTA 


3725 


Glycin 


2.0 


Inosit 


100 


Nikonnsaure 


0.5 


Pyridoxin HC1 


0.5 


Thiamin HQ 


0.1 


Saccharose 


20.000 
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Tabelle 2: Ergebnisse der in den Beispielen 1 bis 5 beschriebenen Transfonnations- 
experimente 



Anzahl der behandelten Anzahlder Transformations- 
Embryonen Transfonnanten frequenz [ % ] 



pBI221 



1) 
2) 
3) 



15 
18 
23 



1 
9 
5 



6 

50 
22 



Kontrolle 



1) 
2) 
3) 



8 
11 
20 



0 
0 
0 



0 
0 

0 



In Tabelle 2 sind drei unabhangig voneinander durchgefuhrte Experimente wiedergegeben : 

1) In Experiment 1 betragt die Partikelkonzentration in der Suspension ca. 
0,3x10»Part/nl 

In diesem Fall wurde nur 1 mal geschossen mit einem Suspensionsvolumen von 0.2 pJ 

2) In Experiment 2 betragt die Partikelkonzentration in der Suspension ca. 
CSxIOspart/pl 

Ein Suspensionsvolumen von 2 x 0. 1 pl wird auf 5 Schusse verteilt. 

3) In Experiment 3 betragt die Partikelkonzentration in der Suspension ca. 
(WxlOspart/uJ 

Ein Suspensionsvolumen von 2 x 0.1 pi wird auf 5 Schusse verteilt 
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Tabelle 3: Resultate der in Beispiel 6 beschriebenen Transfonnationsexperimente 



5 


TabelJe 3 
Parameter 












Ergebnisse 






■ # a 


b 


c 


d 


e 


f 


g h 


• 

l 


10 


13/1 7 


63 


0.5 


1.0 


lx 


10 


0 0 


0 




13/2 9 


72 


1.5 


1.5 


lOx 


7 


6 50 


2 


15 


13/3 18 


162 


5.0 


1.5 


lOx 


3 


42 83 


11 



Legende: 



#: Zahl der Experimente 
^ a: Zahl der Filterquadrate (= Proben, 9 Schiisse je Probe) 
b: Gesamtzahl der pro Experiment abgegebenen Schiisse 

c: Konzentration des in der DNA/Partikel-Suspension vorliegenden Plasmids in jig/jiL 

d: Partikeldurchmesser in Jim 
25 e: Partikelkonzentration, angegeben als arbitrare Giau-Stufen 

f: Arbeitsabstand in mm Dabei handelt es sich torn die Distanz zwischen der Spitze der 

Glaskapillare und der Probenoberflache. 
^ g: Zahl positiver Kolonien 

h: Anzahl derjenigen Proben in %, die positive Kolonien enthalten. 

i: Maximale Zahl positiver Kolonien pro Probe 
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Anspruche 

15 

1. Verfahren zur genetischen Transformation von Zellen, insbesondere Pflanzenzellen durch Beschuss der 
Zellen mit DNA mit sich fuhrenden Mikroprojektilen, insbesondere Gold- oder Wolframpartikeln in Mikro- 
metergrosse mit einem Impuls so, dass die Mikroprojektile in die zu transfbrmierenden Zellen eindringen 
Oder diese zumindest soweit verietzten, dass die DNA in die Zelle vordringen kann, dadurch gekennzeich- 

20 net, dass die Mikroprojektile in einer Losung der DNA suspendiert werden und durch einen Druckstoss aus 
dieser Losung heraus zusammen mit dieserfein zerstaubt und in Richtung auf die zu transformierenden 
Zellen beschleunigt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der bei der Zerstaubung entstehende, die 
25 Mikroprojektile und an diesen anhaftende DNA enthaltende Nebel durch eine auf die zu transformierenden 

Zellen ausgerichtete Restriktion (17) in Form einer Blende oder einer Kapiilare gepresst und dadurch auf 
die Zellen hin beschleunigt und fokussiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die zu transformierenden Zellen zumin- 
30 dest wahrend ihres Beschusses mit den Mikroprojektilen in einem zumindest teilweise evakuierten Raum 

(2) angeordnet werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass jeweils ein Tropfen (T) DNA-L6- 
sung mit darin suspendierten Mikroprojektilen bereitgesteilt und dieser Tropfen dann durch den Druckstoss 

35 zerstaubt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Tropfen (T) in einer geraden Linie (A) mit 
der Restriktion (17) und den Zellen angeordnet wird und dass die Hauptausbreitungsrichtung des Druck- 
stosses kollinear mit dieser Linie veriaufend gewahlt wird, 

40 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass als Mikroprojektile Partikeln, ins- 
besondere Goldpartikeln im wesentlichen einheitlicher Grosse im Bereich von 20 nm bis 5 um, vorzugs- 
weise 1,2-1,5 uxn Durchmesser verwendet werden. 

45 7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Volumen eines Tropfens (T) im Bereich 
von 10-500 nl, vorzugsweise etwa 50-150 nl gewahlt wird. 

8. Verfahren nach den Anspruchen 2 und 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Abstand zwischen dem Trop- 
fen (T) und der Restriktion (17) vorzugsweise im Bereich von etwa 5-20 mm so gross gewahlt wird, dass 

so kein geschlossener Flussigkeitfaden in die Restriktion eintreten kann. 

9. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Tropfen (T) am Austrittsende (42a) einer 
zur Vertikalen (V) geneigten Kanule (42) erzeugt wird, wobei der Winkel (a) der Kanule zur Vertikalen (V) 
in Abhangigkeitvon der Grosse der Mikroprojektile und derViskosititderdie suspendierten Mikroprojektile 

55 enthaltenden DNA-L6sung so gewahlt wird, dass die Konzentration der suspendierten Mikroprojektile in 
aufeinanderfblgenden Tropfen im wesentlichen konstant bleibt 

10. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Restriktion (17) einen freien Durchfluss- 

20 
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durchmesser im Bereich von 20-300 psn aufweist 

11. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet dass als Restriktion eine Kaptilare (17) mit einem 
Innendurchmesser von 10 pm bis 500 \an und mit einer Lange von 1-20 mm verwendet wird. 

5 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1-11, dadurch gekennzeichnet, dass der Druckstoss im Bereich von 
2-10000 bar, vorzugsweise im Bereich von einigen zehn bar bis einigen hundert bar gewahJt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1-12, dadurch gekennzeichnet, dass bei einer DNA-Konzentration 
10 im Bereich von einigen Zehntel yg pro pi gearbeitet wird. 

14. Vorrichtung zum Enbringen von DNA mit stch fuhrenden Partikein in insbesondere pflanzliche Zelien, ins- 
besondere zur genetischen Transformation dieser Zelien, mit einem Trager (25) fur die Zelien und mit Mit- 
teln (3) zur Beschleunigung der Partikein zum Zellentriger hin, gekennzeichnet durch Dosiermittei (4), urn 

is ein detlniertes Volumen (T) einer Partikein und DNA enthaltenden Suspension bereitzustellen und femer 
dadurch, dass die Mittel (3) zur Beschleunigung der Partikein dazu ausgebfldet sind, dieses Volumen (T) 
in einen feinen Nebel zu zerstauben und diesen Nebei zum Zellentrager (25) hin zu beschleunigen. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine im wesentlichen langgestreckte 
20 Druckkammer (1) umfasst, an deren einem Ende eine Einrichtung (31) zur Erzeugung eines Druckstosses 

angeordnet ist und deren anderes Ende in eine Restriktion (17) ausmGndet dass der Zellentrager (25) in 
der Verlangerung der Druckkammer (1) mit der Restriktion (17) fluchtend im Abstand (b) zu dieser ange- 
ordnet ist, und dass die Dosiermittei (4) eine soweit in die Druckkammer (1) hineinragende Kanule (42) 
autweisen, dass die Mundung (42a) der Kanule, die Restriktion (17) und der Zellentrager (25) im wesent- 
25 lichen auf einer geraden, zur Langsachse (A) der Druckkammer (1) parallelen Oder mit dieser zusammen- 
fallenden Linie liegen. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet dass die Dosiermittei (4) eine die Kanule (42) 
speisende einstellbare Dosiereinrichtung (44-49) umfassen, welche dazu befahigt ist, an der Mundung 

30 (42a) der KanQle (42) gleichbieibende Suspenstons-Tropfen (T) definierten einstelibaren Volumens ent- 
stehen zu lassen. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 15 Oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass der Winkel (a), unter dem die 
Kanule (42) in die Druckkammer (1) ausmundet, versteilbar ist 

35 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15-17, dadurch gekennzeichnet, dass die Dnjckkammer (1) am 
restriktionsseiiigen Ende sich gegen die Restriktion (17) hin verjungend ausgebiidet ist. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 17. dadurch gekennzeichnet, dass die Druckkammer (1) urn ihre Langsachse 
40 (A) wenigstens begrenzt verdrehbar angeordnet ist 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15-19, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine mit einem Anschluss 
(28) fur eine Saugquelle (5) versehene, wenigstens teilweise evakuierbare Probenkammer (2) aufweist, 
in welche die Restriktion (17) mundet und in welcher der Zellentrager (25) angeordnet ist 

45 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass der Zellentrager (25) innerhalb der Proben- 
kammer (2) wenigstens quer zur Langsrichtung (A) der Druckkammer (1) versteilbar angeordnet ist 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Probenkammer (2) einen abnehmbaren 
so Teil (23) aufweist, und dass der Zellentrager (25) zusammen mit Justiermittein (27) zu seiner Srtlichen Ver- 

stellung in diesem abnehmbaren Teil (23) der Probenkammer (2) angeordnet ist 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15-22, dadurch gekennzeichnet, dass in der Kanule (42) oder in 
einer Zulehung zu dieser ein Ruckschlagventi! (43) vorgesehen ist 

55 

24. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15-23, dadurch gekennzeichnet, dass die Einrichtung zur Erzeu- 
gung eines Druckstosses ein drucWuft- Oder druckgasbetriebenes pistolenartiges Gerat (31) ist 
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25. Vomchtung nach einem der Anspruche 15-24, dadurch gekennzeichnet dass die Restrikfion (17) eine 
Blende Oder eine Kapillare ist 

26. Vomchtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet dass der freie Durchmesser der Blende etwa 20- 
5 300 betragt 

27. Vomchtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass der Innendurchmesser der KapHlare (17) 
etwa 10-500 um und die Lange der Kapillare (17) etwa 1-20 mm betragt 

10 28. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15-27, dadurch gekennzeichnet, dass der Abstand der Mundung 
(42a) der Kanule (42) von der Restriktion (17) etwa 5-20 mm betragt 

29. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Zellen als Bestandtefl einer hoher 
organisierten pflanzlichen Einheit voriiegen. 

15 

30. Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet dass es sich um einen wenig-zelligen Gewe- 
beverband handelt insbesondere aber um einen meristematischen Gewebeverband. 

31. Verwendung der Vorrichtung gemass einem der Anspruche 14 bis 28 zur Transformation pflanzlicherZel- 
20 len. 

32. Transgene Pflanzenzelle, isoiiert Oder als Bestandteil einer hoher organisierten Einheft, transfbrmiert nach 
einem Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 13. 

25 33. Transgene Pflanze, regeneriert aus einer Pflanzenzelle gemas Anspruch 32. 

34. Bakterienzelle transfbrmiert nach einem Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 13. 

35. Verfahren zur Herstellung transgener Pflanzen, dadurch gekennzeichnet dass man eine gemass einem 
30 der Anspruche 1 bis 13 oder 29 transformierte Pflanzenzelle zu einer ganzen, transgenen Pflanze rege- 
neriert 

36. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass es sich bei besagterZelle um eine proka- 
ryontische Zelie handelt 

35 

37. Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 1 3, dadurch gekennzeichnet dass es sich bei besagterZelle 
um eine Bakterienzelle handelt 

Anspruch fur folgenden Vertragsstaat : ES 

40 

1. Verfahren zur genetischen Transformation von Zellen, insbesondere Pflanzenzellen durch Beschuss der 
Zellen mit DNA mit sich fuhrenden Mikroprojektilen, insbesondere Gold- oder Wolf rampartikeln in Mikro- 
metergrosse mit einem Impuls so, dass die Mikroprojektile in die zu transformierenden Zellen eindringen 
oder diese zumindest soweit verietzten, dass die DNA in die Zelle vordringen kann, dadurch gekennzeich- 
45 net, dass die Mikroprojektile in einer Losung der DNA suspendiert werden und durch einen Druckstoss aus 
dieser Losung heraus zusammen mit dieser fein zerstaubt und in Rlchtung auf die zu transfbrmierenden 
Zellen beschleunigt werden. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass der bei der Zerstaubung entstehende, die 
50 Mikroprojektile und an diesen anhaftende DNA enthaltende Nebel durch eine auf die zu transformierenden 

Zellen ausgerichtete Restriktion (17) in Form einer Blende oder einer Kapillare gepresst und dadurch auf 
die Zellen hin beschleunigt und fokussiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet dass die zu transformierenden Zellen zumin- 
55 dest wahrend ihres Beschusses mit den MikroprojektOen in einem zumindest teilweise evakuierten Raum 

(2) angeordnet werden. 



4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet dass jewefls ein Tropfen (T) DNA-Lo- 
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sung mit darin suspendierten MDcroprojektflen berettgestellt und dleser Trapfen dann durch den Dnjckstoss 
zerstaubt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Tropf en (7) in einer geraden Linie (A) mit 
5 der Restriktion (17) und den Zellen angeordnet wird und dass die Hauptausbrertungsrichtung des Druck- 

stosses koliinear mit dieser Linie veriaufend gewahlt wird. 

6. Verfahren nach elnem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass als Mikroprojektiie Partikeln, ins- 
besondere Goldpartikeln im wesentiichen einheitiicher Grosse im Bereich von 20 nm bis 5 urn, vorzugs- 

10 weise 1 ,2-1 ,5 um Durchmesser verwendet werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Volumen eines Tropfens (T) im Bereich 
von 10-500 nl, vorzugsweise etwa 50-150 nl gewahlt wird. 

15 8. Verfahren nach den Anspruchen 2 und 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Abstand zwischen dem Trop- 
fen (T) und der Restriktion (17) vorzugsweise im Bereich von etwa 5-20 mm so gross gewahlt wird, dass 
kein geschlossener RussigkeHfaden in die Restriktion eintreten kann. 

9. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Tropfen (T) am Austrittsende (42a) einer 
20 zur Vertikaien (V) geneigten Kanule (42) erzeugt wird, wobei der Winkel (a) der Kanule zur Vertikaien (V) 
in Abhangigke'rt von der Grosse der Mikroprojektiie und der Viskositat der die suspendierten Mikroprojektiie 
enthaltenden DNA-Losung so gewahlt wird, dass die Konzentration der suspendierten Mikroprojektiie in 
aufeinanderfblgenden Tropfen im wesentiichen konstant bleibt 

25 10. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Restriktion (17) einen freien Durchfiuss- 
durchmesser im Bereich von 20-300 um aufweist 

11. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Restriktion eine Kapiilare (17) mit einem 
Innendurchmesser von 1 0 um bis 500 um und mit einer Lange von 1 -20 mm verwendet wird. 

30 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1-11, dadurch gekennzeichnet, dass der Druckstoss im Bereich von 
2-1 0000 bar, vorzugsweise im Bereich von einigen zehn bar bis einigen hundert bar gewahlt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1-12, dadurch gekennzeichnet, dass bei einer DNA-Konzentration 
35 im Bereich von einigen Zehnte! ug pro ul gearbeitet wird. 

14. Vorrichtung zum Einbringen von DNA mit sich fOhrenden Partikeln in insbesondere pflanzliche Zellen, ins- 
besondere zur genetischen Transformation dieser Zellen, mit einem Trager (25) fur die Zellen und mit Mtt- 
teln (3) zur Beschleunigung der Partikeln zum Zellentrager bin, gekennzeichnet durch Dosiermittel (4), um 

40 ein definiertes Volumen (T) einer Partikeln und DNA enthaltenden Suspension bereitzustellen und femer 

dadurch, dass die Mitte! (3) zur Beschleunigung der Partikeln dazu ausgebUdet sind, dieses Volumen (T) 
in einen feinen Nebel zu zerstauben und diesen Nebel zum Zellentrager (25) hin zu beschleunigen. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine im wesentiichen langgestreckte 
45 Druckkammer (1) umfasst, an deren einem Ende eine Einrichtung (31 ) zur Erzeugung eines Druckstosses 

angeordnet ist und deren anderes Ende in eine Restriktion (17) ausmundet, dass der Zellentrager (25) in 
der Verlangerung der Druckkammer (1) mit der Restriktion (17) fiuchtend im Abstand (b) zu dieser ange- 
ordnet ist, und dass die Dosiermittel (4) eine soweit in die Druckkammer (1) hineinragende Kanule (42) 
aufweisen, dass die Mundung (42a) der Kanule, die Restriktion (17) und der Zellentrager (25) im wesent- 
50 lichen auf einer geraden, zur Langsachse (A) der Druckkammer (1 ) paralielen oder mit dieser zusammen- 
fallenden Linie liegen. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Dosiermittel (4) eine die Kanule (42) 
spetsende einstellbare Dosiereinrichtung (44-49) umfassen, welche dazu befahigt ist, an der Mundung 

55 (42a) der Kanule (42) gleichWeibende Suspensions-Tropfen (T) definierten einstellbaren Volumens ent- 
stehen zu lassen. 

17. Vonichtung nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass der Winkel (a), unter dem die 
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Kanule (42) in die Druckkammer (1) ausmundet, verstellbar ist 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15-17, dadurch gekennzeichnet dass die Druckkammer (1) am 
restriktionsseitigen Ende sich gegen die Restriktion (17) hin verjungend ausgebildet ist 

19. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Druckkammer (1) urn ihre Langsachse 
(A) wenigstens begrenzt verdrehbar angeordnet ist 

20. Vorrichtung nach einem der AnsprGche 1 5-1 9, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine mit einem Anschluss 
(28) fur eine Saugquelle (5) versehene, wenigstens teflweise evakuierbare Probenkammer (2) aufweist 
in welche die Restriktion (17) mundet und in welcher der Zellentrager (25) angeordnet ist 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass der Zellentrager (25) innerhalb der Proben- 
kammer (2) wenigstens quer zur Langsrichtung (A) der Druckkammer (1) verstellbar angeordnet ist 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Probenkammer (2) einen abnehmbaren 
Teil (23) aufweist, und dass der Zellentrager (25) zusammen mit Justiermitteln (27) zu seiner ortlichen Ver- 
stellung in diesem abnehmbaren Teil (23) der Probenkammer (2) angeordnet ist 

■ 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15-22, dadurch gekennzeichnet, dass in der Kanule (42) Oder in 
einer Zuleitung zu dieser ein Ruckschlagventil (43) vorgesehen ist 

24. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15-23, dadurch gekennzeichnet, dass die Einrichtung zur Erzeu- 
gung eines Druckstosses ein drucJduft- Oder druckgasbetriebenes pistolenartiges Gerat (31) ist 

25. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15-24, dadurch gekennzeichnet, dass die Restriktion (17) eine 
Blende Oder eine Kapiliare ist 

26. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass derfreie Durchmesser der Blende etwa 20- 
300 urn betragt 

27. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet dass der Innendurchmesser der Kapiliare (17) 
etwa 10-500 urn und die Lange der Kapiliare (17) etwa 1-20 mm betragt 

28. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15-27, dadurch gekennzeichnet dass der Abstand der Mundung 
(42a) der Kanule (42) von der Restriktion (17) etwa 5-20 mm betragt 

29. Verfahren gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass besagte Zellen als Bestandteil einer hoher 
organisierten pfianzlichen Einheit voriiegen. 

30. Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn einen wenig-zelligen Gewe- 
beverband handelt insbesondere aber urn einen meristematischen Gewebeverband. 

31. Verwendung der Vorrichtung gemass einem der Anspruche 14 bis 28 zur Transformation pflanzlicherZel- 
len. 

32. Verfahren zur Herstellung transgener Pflanzen, dadurch gekennzeichnet dass man eine gemass einem 
der Anspruche 1 oder 29 transforrnierte Pfianzenzelle zu einer ganzen, transgenen Pfianze regeneriert 

33. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass es sich bei besagter Zeile urn eine proka- 
ryontische Zelle handelt 

34. Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 1 3, dadurch gekennzeichnet dass es sich bei besagter Zelle 
urn eine Bakterienzeile handelt 
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